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1 UVOD 
Papilomavirusi (v nadaljevanju PV) predstavljajo veliko in izjemno raznoliko skupino 
majhnih DNA virusov brez ovojnice. Taksonomsko so uvrščeni v družino 
Papillomaviridae in povzročajo okužbe pri različnih vrstah vretenčarjev (Kocjan in Poljak, 
2011). Zaradi dolgotrajne evolucijske povezanosti s svojimi gostitelji so PV vrstno-
značilni, kljub temu pa lahko v nekaterih primerih ob tesnih stikih okuženih delov telesa 
med bližje sorodnimi živalskimi vrstami pride do občasnih medvrstnih prenosov (Chan in 
sod., 1997b; Kocjan in sod., 2017). Do junija 2018 je bilo opredeljenih in uradno priznanih 
že več kot 400 različnih genotipov PV, vendar večino le-teh predstavljajo genotipi PV, ki 
povzročajo okužbe pri ljudeh (Van Doorslaer in sod., 2017; NIAID, 2018). Bolj kot 
resnično razliko v virusni raznolikosti, numerična asimetrija odraža težnjo večine raziskav 
k preučevanju človeških PV (v nadaljevanju HPV), ki veljajo za pomembne človeške 
patogene (Chan in sod., 1997a). 
 
Ime PV izhaja iz latinske besede papilla (slov. bradavica) in grške besede oma (slov. 
tumor). PV so namreč etiološko povezani z nastankom številnih benignih in malignih 
neoplastičnih sprememb kožnega ter sluzničnega epitela, lahko pa povzročajo tudi klinično 
neznačilne okužbe. Leta 2008 je prof. dr. Harald zur Hausen prejel Nobelovo nagrado za 
medicino in fiziologijo za odkritje etiološke povezave med okužbo s HPV in razvojem raka 
materničnega vratu, enega izmed najpogostejših rakov pri ženskah. Poleg tega so PV 
povezani tudi z nastankom nekaterih ostalih rakov anogenitalnega področja, predela glave 
in vratu ter kože, vseh primerov anogenitalnih bradavic in papilomov grla ter različnih vrst 
kožnih bradavic (Kocjan in Poljak, 2011). Znanstveniki kot največjo pomanjkljivost 
današnjih raziskav, ki poročajo o odkrivanju novih genotipov PV, izpostavljajo, da se le-te 
pogosto osredotočajo predvsem na genetsko in filogenetsko opredeljevanje novih virusnih 
genomov, ne skušajo pa opredeliti njihovega celičnega oziroma tkivnega tropizma ter 
preostalih molekularno-bioloških značilnosti, na osnovi katerih bi lahko opredelili njihov 
pomen za nastanek značilnih bolezni, povezanih z okužbo s PV. Dolgo je veljalo, da imajo 
PV močno razvit tropizem za specifična gostiteljska tkiva, vendar novejše raziskave 
kažejo, da je za veliko število PV značilen dvojni tkivni tropizem (Kocjan in Poljak, 2011; 
Hošnjak in sod., 2015). 
 
Ker je človek edini intenzivno preučen gostitelj PV, vsaka opredelitev novega živalskega 
PV posledično pomembno prispeva k izboljšanju razumevanja genetske raznolikosti in 
razširitvi znanja o evoluciji ter patogenezi PV. Zaradi podobnosti gostiteljske fiziologije 
človeški, so pomembni zlasti opičji PV, ki so lahko v primeru podobnih bioloških lastnosti 
s HPV uporabni kot živalski modelni sistemi v bazičnih in epidemioloških raziskavah HPV 
ter z njimi povezanega nastanka novotvorb. Takšni so tudi nekateri genotipi PV, ki 
povzročajo okužbe pri makakih, predstavnikih enega izmed bolj razširjenih rodov prvakov, 
ki se pogosto uporabljajo v medicinskih raziskavah, med drugim tudi v povezavi z AIDS-
2 
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om (sindrom pridobljene imunske pomanjkljivosti; angl. acquired immune deficiency 
syndrome) (Chan in sod., 1997a, 1997b; Joh in sod., 2009). Junija 2018 je bilo uradno 
priznanih dvanajst genotipov PV, ki povzročajo okužbe pri rezus makakih (Macaca 
mulatta) in javanskih makakih (Macaca fascicularis), a celotno nukleotidno zaporedje PV, 
ki povzročajo okužbe pri sorodnih japonskih makakih (Macaca fuscata), še ni bilo 
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1.1 NAMEN DELA 
Nedavno je naša raziskovalna skupina z uporabo širokospektralnih oligonukleotidnih 
začetnikov (v nadaljevanju OZ) CODEHOP, ki nalegajo na približno 450 bp dolgo 
ohranjeno nukleotidno zaporedje znotraj gena L1, v tkivnih vzorcih ploščatoceličnega 
karcinoma ustne votline in benignih novotvorbah anogenitalnega predela japonskih 
makakov, pomnožila delna nukleotidna zaporedja genov L1, ki se taksonomsko uvrščajo v 
virusni rod Alphapapillomavirus (v nadaljevanju Alpha-PV), in nakazujejo na obstoj vsaj 
enega novega genotipa PV japonskih makakov. V nadaljevanju je bil iz vzorca 
ploščatoceličnega karcinoma ustne votline osamljen virusni genom MfuPV1, njegovo 
nukleotidno zaporedje pa v celoti določeno in vneseno v nukleotidno podatkovno bazo 
GenBank (NCBI, U.S. National Library of Medicine, Bethesda, MD, ZDA) pod pristopno 
številko KT944080 (Macaca fuscata papillomavirus 1 isolate OSCC1). 
 
Namen prvega dela magistrske naloge je bil na podlagi delnih nukleotidnih zaporedij 
genov L1 PV japonskih makakov razviti tipsko-značilne OZ in z njimi tudi v vzorcih 
anogenitalnega predela pomnožiti celotni genom vsaj enega novega genotipa PV in 
določiti njegovo celotno nukleotidno zaporedje. V drugem delu naloge smo želeli novo-
odkriti PV in MfuPV1 popolnoma molekularno ter filogenetsko opredeliti in ugotoviti, ali 
sta bila etiološko povezana z nastankom izhodiščnih novotvorb. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
V sklopu magistrskega dela smo si postavili naslednje delovne hipoteze: 
 Predvidevamo, da genomi novih PV nosijo zapise za značilne virusne beljakovine z 
ohranjenimi funkcionalnimi domenami in značilna regulatorna zaporedja, ki 
virusom omogočajo, da zaključijo svoj življenjski krog ter okužijo nove gostiteljske 
celice. 
 Predvidevamo, da bomo potrdili preliminarno taksonomsko uvrstitev novih 
genotipov PV v virusni rod Alpha-PV in da bodo novi virusi najbolj sorodni PV, ki 
so bili osamljeni iz novotvorb sluzničnega epitela rezus makakov (M. mulatta) in 
javanskih makakov (M. fascicularis). 
 Predvidevamo, da bomo lahko opredelili etiološko povezavo med novo-odkritimi 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 ZGRADBA PAPILOMAVIRUSOV 
Virion PV, zrel virusni delec, ki lahko okuži nove gostiteljske celice in se v njih 
razmnožuje, v premeru meri približno 55 nm. Sestavljen je iz dvoplastnega 
beljakovinskega plašča oziroma kapside in je brez ovojnice. Virusna kapsida je 
ikozaedrične oblike in je sestavljena iz dveh tipov strukturnih beljakovin, velike (L1) in 
majhne (L2) plaščne beljakovine, ki so skupaj organizirane v 72 morfoloških enot, t.i. 
kapsomer (Slika 1). Podrobneje vsako kapsomero sestavlja pet virusnih beljakovin L1, 
navzkrižno povezanih z disulfidnimi mostički, in ena aksialno vstavljena virusna 
beljakovina L2, ki ima funkcijo vzdrževanja oblike kapsomere. Znotraj kapside se nahaja 
virusni genom, ki je s pomočjo gostiteljskih histonov sestavljen v kromatin. Genom PV 
predstavlja dvoverižna, dodatno zvita, krožna molekula DNA v velikosti 7.500-8.000 
baznih parov (v nadaljevanju bp) in z molekulsko maso 5,2x10
6
 Da (Doorbar, 2006; 
Kocjan in Poljak, 2011; McBride, 2017). 
 
 
Slika 1: Virion papilomavirusa (Kocjan in Poljak, 2011: 43) 
 
2.1.1 Organizacija virusnega genoma 
Genom PV je sestavljen iz nekodirajočega in kodirajočega področja. Kodirajoče področje 
predstavlja večino virusnega genoma in se glede na prostorsko-časovni vzorec izražanja 
tekom virusnega življenjskega kroga deli na zgodnje področje E (angl. early) ter pozno 
področje L (angl. late). Navadno ima sedem ali osem odprtih bralnih okvirjev (v 
nadaljevanju ORF) oziroma kodirajočih zaporedij genov, znotraj katerih se nahajajo tudi 
nekateri nekodirajoči funkcionalni elementi (Kocjan in Poljak, 2011; Van Doorslaer, 
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2013). Za vse znane PV je značilno, da so vsi geni kodirani na isti verigi dvoverižne 
virusne DNA in se prepisujejo kot bi- ali policistronske molekule mRNA, ki vsebujejo 
bralne okvirje za več različnih beljakovin. Znotraj področja E se običajno nahaja šest 
različnih ORF, ki nosijo zapis za virusne beljakovine E1, E2, E4, E5, E6 in E7, medtem ko 
je območje L sestavljeno iz dveh ORF, ki kodirata strukturni beljakovini L1 in L2 (Slika 
2). Število in dolžina prisotnih genov se med genotipi PV razlikujeta in odražata njihov 
tropizem. Najbolj ohranjen del virusnega genoma predstavljata ORF L1 in E1, poleg njiju 
pa sta pri vseh genotipih PV prisotna tudi ORF E2 in L2 (Doorbar, 2006; Kocjan in Poljak, 
2011; Doorbar in sod., 2015). 
 
 
Slika 2: Organizacija genoma papilomavirusa znotraj virusne kapside (Kocjan in Poljak, 2011: 43)  
 
2.1.1.1 Nekodirajoče področje virusnega genoma 
Med ORF L1 in E6 se nahaja nekodirajoča dolga kontrolna regija (v nadaljevanju LCR), 
imenovana tudi URR (angl. upstream regulatory region), dolžine 500-1.000 bp (Slika 2). 
LCR vključuje večino cis-delujočih regulatornih zaporedij, ki uravnavajo podvajanje in 
prepisovanje virusnega genoma (McBride, 2008; Chen in sod., 2009), kot so mesto začetka 
podvajanja virusnega genoma (v nadaljevanju mesto ori), glavni zgodnji virusni promotor, 
ojačevalna in utiševalna zaporedja, številna vezavna mesta za celične in virusne dejavnike 
prepisovanja ter represorje (zaviralce) prepisovanja (Joh in sod., 2009; Kocjan in Poljak, 
2011). Vezavna mesta, ki se pogosto pojavljajo v LCR, vključujejo TATA zaporedje (angl. 
TATA box) zgodnjega promotorja prepisovanja virusnih genov, na katerega se veže 
dejavnik prepisovanja in podenota TFIID – TATA-vezavna beljakovina (v nadaljevanju 
TBP), ter vezavna mesta za preostale celične dejavnike prepisovanja, kot so AP-1, NF-1 in 
Sp1. Na 5’ koncu LCR se nahaja konsenzno zaporedje poznega poliadenilacijskega signala 
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(AATAAA), kjer pride do zaključitve prepisovanja molekul mRNA poznih virusnih 
beljakovin in v okviru njihovega procesiranja do poliadenilacije, dodajanja 
poliadeninskega repa na njihov 3’ konec (Chen in sod., 2009). Na 3’ koncu LCR se nahaja 
mesto ori, ki zajema AT-bogato regijo, vezavno mesto za beljakovine E1 in vsaj eno od 
več konsenznih palindromskih zaporedij ACC(N)6GGT, vezavnih mest za dimerno 
beljakovino E2 (v nadaljevanju E2BS). Število in položaj mest E2BS sta ohranjena med 
PV iz istega virusnega rodu. Beljakovine E1 se vežejo na 18 bp dolgo, nepopolno 
palindromsko področje znotraj mesta ori, sestavljeno iz šestih obratnih in prekrivajočih se 
prepoznavnih zaporedij, s konsenznim motivom AT(A/G/T)G(C/T)(C/T) oziroma 
AACNAT, ki pa niso enako ohranjena pri vseh PV. V področju LCR so bila identificirana 
tudi nekatera vezavna mesta za dejavnike, ki se izražajo le v določenih tipih celic, kar 
posledično vpliva na tkivni tropizem PV (Longworth in Laimins, 2004; Doorbar, 2006; 
Bergvall in sod., 2013; McBride, 2008, 2013, 2017). Pri nekaterih genotipih HPV in 
živalskih PV, kot je PV, ki povzroča okužbe pri psih (CPV1), se med 3’ koncem zgodnjega 
področja E oziroma ORF E5 in 5’ koncem ORF L2 nahaja dodatno nekodirajoče področje, 
katerega vloga še ni opredeljena (Kocjan in Poljak, 2011; Doorbar in sod., 2015). 
 
2.1.1.2 Virusne beljakovine 
Virusni genom preko uporabe več promotorjev in zapletenega vzorca alternativnega 
izrezovanja kodira značilne virusne beljakovine z visoko ohranjenimi funkcionalnimi 
domenami, ki PV omogočajo, da uspešno zaključi svoj življenjski krog in okuži nove 
gostiteljske celice (De Villiers in sod., 2004; Kocjan in sod., 2017). Beljakovine zgodnjega 
področja (E1, E2, E4, E5, E6 in E7) sodelujejo pri uravnavanju podvajanja virusne DNA, 
izražanju virusnih genov, interakciji s celičnimi beljakovinami, vzpostavitvi primernega 
celičnega okolja za virusno pomnoževanje in izmikanju PV imunskemu odzivu, medtem 
ko sta beljakovini poznega področja (L1 in L2), kot že omenjeno, strukturni beljakovini 
virusne kapside. Kot posledica spojenih prepisov različnih ORF se lahko izraža tudi več 
fuzijskih beljakovin, katerih vloga pa v glavnem še ni bila opredeljena (Kocjan in Poljak, 
2011; McBride, 2017). 
 
Beljakovina E1 je sestavljena iz približno 600 AK in na karboksilnem koncu (v 
nadaljevanju C-konec) vsebuje domeno ATP-vezavnega mesta s konsenznim AK 
zaporedjem Gx4GK(T/S), ki pred začetkom podvajanja virusnega genoma v celičnem jedru 
omogoča opravljanje funkcije od ATP-odvisne heksamerne DNA helikaze, nespecifično 
vezavo beljakovine E1 na DNA in predstavlja vezavno površino za beljakovino E2. 
Aminski konec (v nadaljevanju N-konec) beljakovine E1 vsebuje domeno z bipartitnim 
jedrnim lokalizacijskim signalom (v nadaljevanju NLS), sestavljenim iz področij visoko 
ohranjenega zaporedja KRK in navadno manj ohranjene serije argininskih ter lizinskih 
ostankov. Obe področji sta ločeni s približno 30 AK, med njima pa se navadno nahaja z 
levcinom bogat jedrni eksportni signal (v nadaljevanju NES) s konsenznim motivom Lx(2–
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3)Lx2(L/I/V)x(L/I). Ob zaporedju NLS leži vezavno mesto za ciklin s konsenznim AK 
zaporedjem RxL, na katerega se veže ciklin E/ciklin A v kompleksu z njima povezano od 
ciklina odvisno kinazo (angl. cyclin-dependent kinase), cdk2. Celične kinaze s fosforilacijo 
ostankov serina oziroma treonina in prolina ((S/T)P), t.i. cdk-fosforilacijskih mest, v bližini 
zaporedij obeh transportnih signalov povzročijo spremembe v konformaciji in afiniteti 
NLS ter NES za vezavo receptorjev jedrnega transporta – karioferinov (importini in 
eksportini). S tem je uravnan jedrno-citoplazemski transport beljakovine E1 skozi 
kompleks jedrnih por in omogočeno regulirano ter usklajeno podvajanje virusne DNA s 
podvajanjem gostiteljske DNA znotraj celičnega jedra. Nekateri izmed omenjenih 
transportnih signalov so pri številnih visokorizičnih genotipih HPV odsotni. Med 
domenama na C- in N-koncih se nahajata DNA-vezavna domena za specifično vezavo 
znotraj mesta ori in oligomerizacijska domena, ki spodbuja oblikovanje heksamerov 
(Longworth in Laimins, 2004; Joh in sod., 2009; Chouhy in sod., 2013; Bergvall in sod., 
2013; McBride, 2008, 2017). 
 
Beljakovina E2, katere velikost znaša 350-500 AK, vsebuje dve funkcionalni domeni, ki ji 
omogočata opravljanje funkcije dejavnika prepisovanja pri uravnavanju izražanja zgodnjih 
virusnih genov. Na C-koncu beljakovine E2 se nahaja DNA-vezavna domena z motivom 
levcinske zadrge (Lx6Lx6Lx6L), s katero se lahko virusna beljakovina specifično veže na 
mesto E2BS v LCR, in s povezavo preko levcinske zadrge druge beljakovine E2 tvori 
dimer (Landschulz in sod., 1988; Joh in sod., 2009; McBride, 2017). Pred začetkom 
podvajanja virusnega genoma beljakovina E2 sodeluje z beljakovino E1 pri kooperativni 
vezavi na mesto ori, saj je vezava beljakovine E1 šibka oziroma nespecifična in dodatno 
potrebuje vezavo beljakovine E2 na sosednja mesta E2BS ter oblikovanje kompleksa 
E1/E2. Na N-koncu beljakovine E2 se nahaja z glutaminom-bogata transaktivacijska 
domena, ki se veže z beljakovino E1 in preko povezave z nekaterimi celičnimi 
beljakovinami, kot je Brd4, omogoča interakcijo virusne DNA s transkripcijsko-aktivnimi 
regijami gostiteljskega genoma, kar pospeši proces aktivacije prepisovanja virusnih genov 
(Longworth in Laimins, 2004; McBride, 2017). V predelu beljakovine E2 med DNA-
vezavno domeno in transaktivacijsko domeno se pri genotipih PV iz rodu Alpha-PV nahaja 
zaporedje NLS z visoko ohranjenim motivom KRxR, ki spodbuja aktivni prenos 
beljakovine E2 skozi kompleks jedrnih por v celično jedro in ustrezno lokalizacijo znotraj 
jedra ter povezovanje z jedrnim matriksom (Zou in sod., 2000; McBride, 2013). Kot 
posledica alternativnega izrezovanja intronov iz primarnega zapisa mRNA se izražajo tudi 
dodatne, krajše oblike beljakovine E2, ki navadno nimajo  transaktivacijske domene, in s 
tekmovanjem za vezavo na mesta E2BS v LCR zavirajo podvajanje ter prepisovanje 
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Zapis za beljakovino E4 se v celoti nahaja znotraj ORF E2 in pogosto nima lastnega 
začetnega kodona, zato se beljakovina E4 navadno prevede kot fuzijska beljakovina iz 
mRNA E1^E4, spojenega prepisa večinskega dela ORF E4 in kratkega začetnega dela 
ORF E1 (Longworth in Laimins, 2004; Van Doorslaer in sod., 2017; Moody, 2017). V 
diferenciranih epitelnih celicah je beljakovina E4 izražena v poznih fazah življenjskega 
kroga PV. Raziskave so pokazale, da s svojim delovanjem pripomore k uspešnemu 
pomnoževanju virusnega genoma, poleg tega pa se lahko v obliki multimerov veže na 
citokeratinske mreže celičnega citoskeleta, kar sproži reorganizacijo in razpad njihove 
strukture ter olajša izstopanje novih zrelih virionov iz okužene celice. Beljakovina E4 na 
N-koncu vsebuje domeno (angl. leucine-cluster domain) s konsenznim motivom LLxLL 
oziroma njegovo različico, ki je ključna pri povezavi s citokeratini, medtem ko C-konec 
omogoča multimerizacijo beljakovine E4 (Doorbar, 2006, 2013; Kocjan in Poljak, 2011). 
 
Beljakovina E5 je majhna, hidrofobna, transmembranska beljakovina, ki se v okuženih 
celicah nahaja predvsem v membranah endoplazemskega retikuluma, endosomov in 
Golgijevega aparata, občasno pa tudi v celičnih membranah (Doorbar, 2006; Longworth in 
Laimins, 2004). Delovanje beljakovine E5 pozitivno vpliva na recikliranje oziroma zavira 
razgradnjo tirozin-kinaznih receptorjev celičnih rastnih dejavnikov EGF (angl. epidermal 
growth factor), kar posledično vodi v povečano signalizacijo v z EGFR (angl. epidermal 
growth factor receptor) posredovani signalni poti ter spodbuja celično proliferacijo, s 
čimer lahko pripomore k začetku maligne transformacije okuženih celic (Doorbar, 2006). 
Poleg tega beljakovina E5 sodeluje pri izmikanju PV imunskemu odgovoru, saj blokira 
prenos molekul poglavitnega histokompatibilnostnega kompleksa (PHK) razreda I v 
celično membrano in tako ovira predstavitev virusnega antigena limfocitom T. Pri 
genotipih PV iz rodu Alpha-PV obstaja več ločenih družin beljakovine E5 (E5-alfa, -beta, -
gama, -delta, -epsilon, -zeta), značilnih za posamezne filogenetske skupine znotraj rodu, ki 
imajo različne kemijske lastnosti (Bravo in Alonso, 2004; Kocjan in Poljak, 2011). 
Nekateri PV imajo v področju med ORF E2 in L2 zapis za dve različni E5-podobni 
beljakovini (Van Doorslaer in sod., 2017). 
 
Gena E6 in E7 sta pri visokorizičnih genotipih PV, povezanih z nastankom raka, zaradi 
pomembne vloge v onkogenezi novotvorb, obravnavana kot onkogena. Ključna vloga 
beljakovin E6 in E7 je vzdrževanje primernega celičnega okolja za pomnoževanje PV, 
poleg tega pa spodbujata tudi proliferacijo okuženih celic in z vezavo zavirata zaščitno 
delovanje celičnih tumor-zavirajočih beljakovin, kar lahko v nekaterih primerih sčasoma 
inducira nesmrtnost okuženih celic in vodi v njihovo maligno transformacijo (De Villiers 
in sod., 2004; Kocjan in Poljak, 2011; Doorbar in sod., 2012). Beljakovina E6 je 
sestavljena iz približno 150 AK in vsebuje dva cinkova prsta (angl. zinc-finger motif) z 
visoko ohranjenim konsenznim AK zaporedjem CxxC(x)29CxxC, ki sta ločena s 36 AK 
ostanki in vežeta cinkove ione ter sta odgovorna za znotrajcelično stabilnost in 
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dimerizacijo beljakovine E6. Na C-koncu beljakovine E6 visokorizičnih genotipov HPV se 
nahaja PDZ-vezavni motiv s konsenznim AK zaporedjem xT/SxV/L, ki se skupaj z AK 
ostanki v bližini specifično veže na PDZ domeno nekaterih celičnih beljakovin, kot so 
hDlg, hScrib, MAGI-1, MAGI-2, MAGI-3 in MUPP1, ki so vključene v uravnavanje 
celične rasti, adhezije celic, celične polarnosti ter signalizacije, povezane s proliferacijo in 
apoptozo celic. Raziskave so pokazale, da se beljakovina E6 v okuženih celicah nahaja 
tako v njihovih jedrih kot tudi v citoplazmi, kjer se lahko veže z velikim številom različnih 
celičnih beljakovin, kot so že omenjene beljakovine s PDZ domeno ter tumor-zavirajoča 
beljakovina p53, in z vezavo pogosto sproži njihovo razgradnjo. Prav tako je bilo 
ugotovljeno, da ima beljakovina E6 visokorizičnih genotipov HPV sposobnost aktivacije 
izražanja katalitske podenote telomeraze hTERT, ki pri vsaki celični delitvi na koncih 
kromosomov ohrani enako dolžino telomer in preprečuje senescenco celic. Telomeraza je 
aktivna le v rakavih in matičnih celicah, medtem ko se v somatskih celicah navadno ne 
izraža (Longworth in Laimins, 2004; Thomas in sod., 2008; Bergin in sod., 2013). 
 
Beljakovina E7 je sestavljena iz približno 100 AK in se nahaja predvsem v jedru okuženih 
celic. Vsebuje vezavno domeno z značilnim motivom LxCxE, ki omogoča stabilno 
povezavo z beljakovinami družine Rb, kot so p107, p130 in retinoblastomska beljakovina 
(v nadaljevanju pRB), ki pred pričetkom celične diferenciacije uravnavajo izhod celice iz 
celičnega cikla. Z vezavo beljakovine E7 na beljakovine družine Rb je njihovo delovanje 
zavrto (Longworth in Laimins, 2004; Bergin in sod., 2013). Na C-koncu beljakovine E7 se 
nahaja cinkov prst (CxxC(x)29CxxC), ki pospeši oblikovanje dimerov virusne beljakovine 
in omogoča njeno pravilno delovanje (Longworth in Laimins, 2004; Liu in sod., 2006). 
 
Beljakovina L1 velja za najbolj imunogeno virusno beljakovino, ki pa se izraža le v 
popolnoma diferenciranih celicah zgornjih slojev epitela, kar omogoča uspešno izmikanje 
PV imunskemu odzivu gostitelja. Poleg oblikovanja virusne kapside je beljakovina L1 
pomembna tudi pri vezavi viriona na receptorje gostiteljske celice (Kocjan in Poljak, 
2011). Beljakovina L1 na C-koncu vsebuje zaporedje NLS iz argininskih in lizinskih AK 
ostankov, ki z vezavo na karioferine usmerja virusno beljakovino iz citoplazme proti jedru 
celice (Joh in sod., 2009). Zhou in sod. (1991) predvidevajo, da imajo nekateri PV na C-
koncu beljakovine L1 dve zaporedji NLS; prvo zaporedje je monopartitno in vključuje od 
pet do šest AK, drugo pa je bipartitno ter se deloma prekriva s prvim zaporedjem, njegovi 
področji pa sta sestavljeni iz dveh ali treh AK, ki ju ločuje 8-12 AK ostankov (Zhou in 
sod., 1991). 
 
Beljakovina L2, ki je pomembna pri vzdrževanju oblike virusne kapside, v začetni fazi 
okužbe sodeluje pri prenosu virusne DNA v jedro gostiteljske celice, v zaključni fazi pa pri 
vključevanju pomnožene virusne DNA v kapsido. Pri sestavljanju kapsomere se 
beljakovina L2 z beljakovinami L1 poveže s hidrofobno vezjo preko domene, ki se nahaja 
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v bližini C-konca in vsebuje vezavno mesto za beljakovino L1 z ohranjenim konsenznim 
AK zaporedjem PxxPxxPxxP, ter se po vezavi vstavi v osrednji del kapsomere. Na N- in 
C-koncu beljakovine L2 se nahajata nNLS in cNLS, ki z vezavo na karioferine delujeta pri 
uravnavanju lokalizacije beljakovine L2 v celičnem jedru, prav tako pa lahko z njima in 
vitro pride do nespecifične ionske povezave z negativno nabito DNA. Glede na nekatere 
raziskave se področje s cNLS veže na motorno beljakovino dinein, ki omogoča prenos 
kompleksa beljakovina L2/virusna DNA v jedro celice. Na N-koncu beljakovine L2 se 
nahaja cepitveno mesto za celični encim furin s konsenznim motivom RxK/RR, katerega 
cepitev omogoči vstop viriona v gostiteljsko celico in je pomembna pri kasnejšem pobegu 
virusne DNA iz endo-/lizosomalnega kompartmenta, kjer pride do od pH-odvisnega 
razpada virusne kapside. V neposredni bližini N-konca beljakovine L2 se nahaja področje s 
transmembransko domeno, z dolžino približno 23 AK ostankov, ki vključuje številne, 
visoko ohranjene, prekrivajoče se motive GxxxG, in beljakovini L2 v kompleksu z virusno 
DNA na poti proti celičnemu jedru omogoči izhod iz poznega endosoma ter prehod v 
citoplazmo preko endosomalne membrane. Raziskovalci predvidevajo, da bi lahko 
omenjena cepitev s furinom preko konformacijske spremembe beljakovine L2 vodila v 
izpostavitev transmembranske domene (Doorbar, 2006; Bronnimann in sod., 2013; Wang 
in Roden, 2013). Med začetno fazo okužbe ima pomembno vlogo z argininom bogat 
transportni signal NRS (angl. nuclear retention signal), ki se nahaja v osrednjem delu 
beljakovine L2 in z vezavo na jedrni matriks sodeluje pri ohranitvi kompleksa beljakovina 
L2/virusna DNA v celičnem jedru (Mamoor in sod., 2012). 
 
2.2 FILOGENETSKO RAZVRŠČANJE PAPILOMAVIRUSOV 
Od leta 2000 so PV taksonomsko uvrščeni v družino Papillomaviridae, pred tem pa so bili 
skupaj s poliomavirusi del družine Papovaviridae (De Villiers in sod., 2004). Spoznavanje 
klinične pomembnosti PV, relativno majhna dolžina njihovih genomov in izboljšanje 
metod molekulskega kloniranja ter neposrednega določanja nukleotidnega zaporedja 
(sekveniranja) so vodili v pospešeno opredeljevanje celotnih nukleotidnih zaporedij 
genomov vseh že identificiranih genotipov PV (Van Doorslaer, 2013). Posledično so bili 
PV prvi virusi, ki so bili v večini razdeljeni glede na podobnost nukleotidnih zaporedij 
virusnih genomov (Bernard in sod., 2010). Ker gen L1, poleg gena E1, med različnimi 
genotipi PV velja za najbolj ohranjen del virusnega genoma, predstavlja osnovo za 
razvrščanje in raziskovanje evolucijske sorodnosti PV na podlagi filogenetskih dreves. 
Glede na podobnost celotnih nukleotidnih zaporedij genov L1 so PV hierarhično 
razvrščeni v osnovne taksonomske kategorije – rod, vrsta in genotip (De Villiers in sod., 
2004; Kocjan in Poljak, 2011). 
 
Med PV različnih rodov, ki so označeni z grškimi črkami alfa-omega, je skladnost celotnih 
nukleotidnih zaporedij genov L1 nižja od 60 %. Ker je število rodov PV preseglo število 
črk v grški abecedi, so preostalim pred grško črko v imenu dodali predpono »dyo« 
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(Dyodelta-PV-Dyoomega-PV) oziroma »treis« (Treisdelta-PV-Treiseta-PV). Skladnost 
nukleotidnih zaporedij genov L1 PV različnih virusnih vrst znotraj posameznega rodu 
znaša med 60 in 70 %. Vrste PV so označene s kombinacijo grške črke rodu in zaporedne 
številke vrste. Skladnost nukleotidnih zaporedij v celotnem genu L1 med različnimi 
genotipi PV znotraj iste virusne vrste se giblje med 71 in 89 %. Za genotipe PV, ki se 
uvrščajo v isto virusno vrsto, je značilno, da imajo zelo podobne biološke in patološke 
lastnosti, kot sta tropizem za specifična tkiva ter tumorogeni potencial (De Villiers in sod., 
2004; Bernard in sod., 2010; Kocjan in Poljak, 2011; NIAID, 2018). 
 
Osnovno enoto pri klasifikaciji PV predstavlja virusni genotip, ki je tudi najpomembnejši 
taksonomski nivo, saj so genotipi PV etiološko povezani z nastankom posameznih bolezni. 
Kot novi genotip PV opredelimo vsak virusni izolat, katerega celotno nukleotidno 
zaporedje gena L1 izkazuje manj kot 90 % ujemanje z nukleotidnimi zaporedji genov L1 
vseh uradno priznanih genotipov PV. Razen nekaj izjem je vsak genotip PV označen s 
kratico rodu in vrste živali, pri kateri je bil osamljen, ter z zaporedno številko osamitve (De 
Villiers in sod., 2004; Kocjan in Poljak, 2011). 
 
Družino Papillomaviridae je junija 2018 sestavljalo 49 rodov PV, v katere so bili 
razvrščeni 404 uradno priznani genotipi PV. Od tega je bilo opisanih 221 genotipov HPV 
in 183 genotipov živalskih PV, osamljenih iz 79 različnih vrst vretenčarjev, ki so  
vključevale predstavnike sesalcev, ptičev, želv, kač in rib (Kocjan in sod., 2017; Van 
Doorslaer in sod., 2017; NIAID, 2018; Arroyo, 2018). Medtem ko se opice in ljudje lahko 
okužijo z več za vrsto značilnimi genotipi PV, so bili pri večini preostalih, zlasti 
evolucijsko nižjih sesalcih, opredeljeni le posamezni vrstno-značilni genotipi PV (Kocjan 
in Poljak, 2011). 
 
V primeru, ko je skladnost nukleotidnih zaporedij genov L1 med 90 in 98 %, PV 
opredelimo kot virusne podtipe genotipa PV. Če pa je skladnost celotnih nukleotidnih 
zaporedij genomov PV večja od 98 %, viruse opredelimo kot podtipske (genetske) 
različice enakega genotipa PV (Kocjan in Poljak, 2011). 
 
2.2.1 Papilomavirusi pri prvakih 
PV, ki jih povezujemo z nastankom različnih benignih in malignih neoplastičnih sprememb 
pri gostiteljih iz reda prvakov (Primates), delimo na genotipe, ki povzročajo okužbe pri 
ljudeh – HPV in genotipe, ki povzročajo okužbe pri preostalih predstavnikih višjih prvakov 
(Simiiformes) – opičji PV (angl. non-human primate PV). Večino PV prvakov (n = 221) 
predstavljajo genotipi HPV, medtem ko je bilo do junija 2018 opredeljenih le 20 genotipov 
opičjih PV. Vsi PV, ki povzročajo okužbe prvakov, so razvrščeni v šest različnih virusnih 
rodov: Alphapapillomavirus (Alpha-PV), Betapapillomavirus (Beta-PV), 
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Gammapapillomavirus (Gamma-PV), Mupapillomavirus (Mu-PV), Nupapillomavirus (Nu-
PV) in Dyoomikronpapillomavirus (Dyoomikron-PV). Od teh so opičji PV uvrščeni v le tri 
virusne rodove: Alpha-PV, Beta-PV in Dyoomikron-PV (Van Doorslaer in sod., 2017; 
NIAID, 2018). 
 
Rod Alpha-PV je junija 2018 sestavljalo 14 virusnih vrst, v njih pa je bilo razvrščenih 78 
genotipov PV, ki povzročajo okužbe pri različnih vrstah opic Starega sveta (Catarrhini). V 
virusni rod Alpha-PV je bilo uvrščenih 65 genotipov HPV, vključno z vsemi klinično 
najbolj pomembnimi genotipi HPV, in 13 genotipov opičjih PV, katerih gostitelji so 
navadne gvereze (Colobus guereza) – CgPV1, grivasti pavijani (Papio hamadryas) – 
PhPV1, pritlikavi šimpanzi (Pan paniscus) – PpPV1 ter japonskim makakom bližje sorodni 
vrsti, javanski makaki (M. fascicularis) – MfPV3-11 in rezus makaki (M. mulatta) – 
MmPV1 (Van Doorslaer in sod., 2017; NIAID, 2018; Arroyo, 2018). PV iz rodu Alpha-PV 
značilno izkazujejo tropizem za večskladni ploščatocelični epitel kože in sluznic, zlasti 
epitel anogenitalne sluznice, ter so povezani z nastankom številnih benignih in malignih 
novotvorb ploščatoceličnega epitela. Približno 40 genotipov HPV, ki okužujejo sluznični 
epitel, glede na vrsto povzročenih novotvorb delimo na visokorizične in nizkorizične 
genotipe HPV. Visokorizični genotipi HPV so odgovorni za nastanek več kot 99 % 
primerov raka materničnega vratu, 70-90 % raka zadnjika in nožnice, 40 % raka ženskega 
zunanjega spolovila, 47 % raka penisa ter 25-30 % raka ustnega dela žrela. Nizkorizični 
genotipi HPV so nasprotno odgovorni za nastanek vseh primerov anogenitalnih bradavic in 
papilomov grla, tako nizkorizični kot visokorizični genotipi HPV pa lahko povzročajo tudi 
klinično neznačilne okužbe. PV iz rodu Alpha-PV se prenašajo s tesnimi stiki z okuženo 
sluznico in kožo, najpogosteje s spolnimi odnosi, redkeje posredno preko kontaminiranih 
predmetov, možen pa je tudi prenos z avtoinokulacijo (Kocjan in Poljak, 2011; Doorbar in 
sod., 2012). 
 
Rod Beta-PV je junija 2018 sestavljalo 57 genotipov PV, ki so bili razvrščeni v šest 
virusnih vrst. V virusni rod Beta-PV so bili uvrščeni le trije genotipi opičjih PV, genotipa 
MfPV1 in MfPV2, katerih gostitelji so javanski makaki (M. fascicularis), in genotip 
CgPV2, ki povzroča okužbe pri navadnih gverezah (C. guereza) (Van Doorslaer in sod., 
2017; NIAID, 2018). Poleg opičjih PV je bilo v rod Beta-PV vključenih tudi 54 genotipov 
HPV, ki pri osebah z genetsko ali iatrogeno oslabljenim imunskim sistemom in bolnikih z 
redko dedno boleznijo, imenovano bradavičasta epidermodisplazija (lat. 
epidermodysplasia verruciformis; v nadaljevanju EV), povzročajo nastanek različnih 
benignih ter malignih neoplastičnih sprememb kožnega epitela. Primer je vseživljenjsko 
pojavljanje ploščatih kožnih bradavic, ki lahko z izpostavljenostjo UV-sevanju sčasoma 
vodijo v razvoj nemelanomskega raka kože. Pri zdravih osebah genotipi PV iz rodu Beta-
PV navadno vzpostavijo le prikrite (latentne) oziroma klinično neznačilne okužbe, 
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prenašajo pa se z neposrednim stikom okužene kože ali posredno preko kontaminiranih 
predmetov (Joh in sod., 2009; Kocjan in Poljak, 2011; Arroyo, 2018). 
 
V rod Dyoomikron-PV so bili junija 2018 uvrščeni samo genotipi opičjih PV, katerih 
gostitelji so vrste opic Novega sveta (Platyrrhini), kot so rjavi vriskači (Alouatta guariba) 
in črnoglavi sajmiri (Saimiri sciureus) (Van Doorslaer in sod., 2017; NIAID, 2018). 
 
V preostale virusne rodove s predstavniki PV, ki povzročajo okužbe prvakov, so bili junija 
2018 uvrščeni samo genotipi PV, ki povzročajo okužbe pri ljudeh. V rod Gamma-PV je 
bilo uvrščenih 98, v rod Mu-PV trije in v rod Nu-PV en genotip HPV (Van Doorslaer in 
sod., 2017; NIAID, 2018; Arroyo, 2018). Genotipi HPV iz rodov Gamma-PV, Mu-PV in 
Nu-PV se prenašajo z neposrednim stikom okužene kože ali pa posredno preko 
kontaminiranih predmetov in povzročajo različne vrste kožnih bradavic, pri katerih 
navadno ne pride do maligne transformacije (Doorbar, 2006; Kocjan in Poljak, 2011). 
Večina genotipov HPV, zlasti iz rodov Gamma-PV in Mu-PV, ima dvojni tkivni tropizem 
in lahko okuži tako kožni kot tudi sluznični epitel (Hošnjak in sod., 2015; Šterbenc in sod., 
2017). 
 
2.2.1.1 Papilomavirusi pri makakih 
Genotipi PV, ki povzročajo okužbe pri makakih, predstavljajo najbolje raziskane PV 
prvakov, junija 2018 pa so vključevali 11 genotipov MfPV (MfPV1-11), ki povzročajo 
okužbe pri javanskih makakih (M. fascicularis), in genotip MmPV1, katerega gostitelji so 
rezus makaki (M. mulatta) (Van Doorslaer in sod., 2017; NIAID, 2018). Prva odkrita 
genotipa PV, ki povzročata okužbe pri javanskih makakih (MfPV1 in MfPV2), sta bila 
osamljena iz tkivnih vzorcev palmoplantarnih kožnih bradavic in se taksonomsko uvrščata 
v rod Beta-PV. Filogenetska analiza obeh genotipov PV je pokazala, da sta bližje sorodna 
PV s podobnim tkivnim tropizmom, kot so genotipi HPV, ki povzročajo okužbe pri 
bolnikih z EV (na primer HPV5), in genotip CgPV2, kot pa PV, ki povzročajo okužbe pri 
isti vrsti opic Starega sveta (MfPV3-11). Preostali genotipi PV, katerih gostitelji so 
makaki, so bili osamljeni iz anogenitalne sluznice in se taksonomsko uvrščajo v rod Alpha-
PV, najbližje sluzničnim (anogenitalnim) genotipom PV iz virusnih vrst Alpha-9 (HPV16) 
in Alpha-11 (HPV34), ter skupaj z genotipom PhPV1 sestavljajo virusno vrsto Alpha-12. V 
rod Alpha-PV je uvrščen genotip MmPV1, ki je bil osamljen iz rakavo spremenjenih 
bezgavk rezus makaka s ploščatoceličnim karcinomom penisa, ter devet genotipov PV 
(MfPV3-11), ki so bili osamljeni iz brisov materničnega vratu javanskih makakov in od 
katerih so bili štirje genotipi PV (MfPV3, -4, -5 in -8) povezani s histološko-potrjeno 
cervikalno intraepitelijsko neoplazijo. Virusni podtipi genotipov MfPV3, MfPV8, MfPV11 
in MmPV1 so bili identificirani tako pri javanskih makakih kot tudi pri rezus makakih, kar 
bi lahko predstavljalo medvrstno okužbo in nakazuje na to, da opičji PV iz rodu Alpha-PV 
14 
Skubic L. Molekularna in filogenetska opredelitev ... papilomavirusov ... japonskih makakov.            
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
verjetno niso strogo vrstno-značilni (Kloster in sod., 1988; Chen in sod., 2009). Glede na 
to, da zaenkrat še ni bil dokazan prenos HPV s človeka na opice ali prenos opičjega PV na 
človeka, je to podkrepilo hipotezo, da se je pri PV, ki povzročajo okužbe pri prvakih, 
tropizem za specifično tkivo (sluznični ali kožni epitel) pojavil pred ločitvijo linij 
človečnjakov (Hominoidea) in preostalih opic Starega sveta (Cercopithecoidea), kamor se 
uvrščajo tudi makaki, pred približno 22 milijoni let. Temu je sledila nadaljnja ločena 
koevolucija omenjenih PV s svojimi gostitelji ter posledično povečevanje njihove 
raznovrstnosti (Chan in sod., 1997a; Chan in sod., 1997b; Joh in sod., 2009; Wood in sod., 
2011). 
 
2.3 EVOLUCIJA PAPILOMAVIRUSOV 
Zaradi dostopnih podatkov o celotnih nukleotidnih zaporedjih virusnih genomov v 
kombinaciji s kliničnimi in biokemijskimi podatki, PV predstavljajo pomemben modelni 
sistem za preučevanje virusne evolucije in razumevanje njenega vpliva na življenjski krog 
virusov z različnih vidikov (Van Doorslaer, 2013). 
 
Za parazite, med katere nekateri uvrščajo tudi viruse, običajno velja Fahrenholzovo 
pravilo, ki pravi, da so paraziti bližje sorodnih gostiteljskih vrst, kot posledica koevolucije, 
bližje sorodni tudi med seboj in da filogenetska raznolikost parazitov sovpada z 
filogenetsko raznolikostjo gostiteljskih vrst. Kakršnakoli neskladnost med obema 
filogenetskima drevesoma bi tako lahko nakazala, da parazit in gostitelj nista bila v 
koevoluciji. S povečevanjem števila opredeljenih nukleotidnih zaporedij genomov PV in 
njihovih gostiteljev so raziskovalci ugotovili, da PV in njihovi gostitelji niso imeli 
popolnoma enake evolucijske poti. Čeprav filogenetska opredelitev posameznih genotipov 
HPV in geografska razporeditev njihovih podtipskih različic odražata številne vzorce 
človeške evolucije in širjenja človeške vrste, so genotipi HPV iz rodov Alpha-PV in Beta-
PV bolj sorodni opičjim PV iz istih rodov kot pa genotipom HPV iz rodov Gamma-PV, 
Mu-PV ter Nu-PV, česar ni možno pojasniti samo s procesom koevolucije. Zaradi skoraj 
popolne odsotnosti prenosa PV okužb med različnimi živalskimi vrstami je tudi malo 
verjetno, da bi na evolucijo PV vplival horizontalni prenos genov. Evolucija PV tako 
najverjetneje ni neposredno sledila evoluciji gostiteljske vrste, temveč razvoju ekoloških 
niš gostitelja, kot sta prisotnost/odsotnost dlak in razvoj žlez znojnic, na katere so se virusi 
morali prilagoditi (Chan in sod., 1997a; De Villiers in sod., 2004; Van Doorslaer, 2013). V 
nekaterih primerih je prilagajanje na nišo kasneje vodilo tudi v razvoj PV z onkogenim 
potencialom (McBride, 2017). Glede na podatke je bil postavljen model, ki predvideva, da 
se je predniški PV, ki je bil generalist, najprej razvil v bolj specializirane PV, ki so okužili 
različna gostiteljska tkiva in se po prilagoditvi na ekološke niše razvijali skupaj z 
gostiteljsko vrsto, s pojavom novih in bolj raznolikih ekoloških niš pa je prišlo do 
hkratnega evolucijskega razvoja mnogih novih PV, ki mu je sledila nadaljnja koevolucija 
(Van Doorslaer, 2013). 
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V primerjavi z RNA virusi, kot sta virus človeške imunske pomanjkljivosti in človeški 
rinovirus, evolucija PV poteka zelo počasi, saj so si tako najbolj sorodni kot tudi zelo 
oddaljeni PV evolucijsko zelo blizu, kljub temu, da so se razvijali skozi več milijonov let. 
Razlog za to je odvisnost njihovega pomnoževanja od gostiteljske DNA polimeraze in 
diferenciacije gostiteljskih celic. Zaradi dolgotrajne evolucijske povezanosti oziroma 
koevolucije s svojimi gostitelji so PV vrstno-značilni (Chan in sod., 1997a; Bernard in 
sod., 2010). Dolgotrajno prilagajanje je vodilo v pojav ravnovesja med virusnim 
pomnoževanjem in toleranco imunskega sistema gostitelja, ki PV omogoča, da lahko 
uspešno zaključijo svoj življenjski krog (Doorbar in sod., 2012). V posameznih primerih je 
bilo dokazano, da lahko ob tesnem stiku okužene sluznice in kože med bližje sorodnimi 
živalskimi vrstami, na primer pri domačem govedu in različnih vrstah kopitarjev, pride do 
občasnih medvrstnih prenosov PV (Chan in sod., 1997b). Nekateri genotipi PV lahko pri 
sorodnih ne-gostiteljskih vrstah ali v neustreznih tipih epitela povzročajo abortivne okužbe, 
ki pogosto vodijo v nastanek raka (Doorbar, 2006). 
 
2.4 RAZMNOŽEVANJE IN PATOGENEZA PAPILOMAVIRUSOV 
Model poteka okužbe s PV temelji na raziskavah patogeneze virusov iz rodu Alpha-PV. 
PV lahko okužijo le nediferencirane celice bazalnega sloja (v epidermisu t.i. stratum 
basale) večskladnega ploščatoceličnega epitela kože ali sluznice, edine celice v 
neokuženem epitelu, ki se delijo, do katerih virioni PV najpogosteje dostopajo skozi 
mikroskopske razpoke v epitelu (Slika 3). Domnevno imajo pri vezavi virionov na 
gostiteljsko bazalno celico ključno vlogo primarni receptorji, heparan-sulfatni 
proteoglikani (v nadaljevanju HSPG), ki se nahajajo na površini epitelnih celic in bazalni 
membrani, na katero so bazalne celice pritrjene. HSPG na bazalni membrani predstavljajo 
primarno vezavno mesto za virusno kapsido oziroma beljakovino L1, kapsida pa se nato 
prenese do sekundarnega vezavnega mesta, ki ga predstavljajo HSPG na površini celic. 
Vezava na sekundarno vezavno mesto v kapsidi povzroči konformacijsko spremembo in 
izpostavitev N-konca beljakovine L2, ki ga v nadaljevanju cepi endoproteaza furin na 
celični membrani. Ob cepitvi pride do konformacijske spremembe beljakovine L2 in 
izpostavitve mest, s katerimi se beljakovina L1 veže na sekundarne receptorje, domnevno 
so to α6 integrini, ki sprožijo endocitozo, preko katere virioni relativno počasi vstopijo v 
celico. Vrsta endocitoze se med PV razlikuje; PV lahko v celico vstopajo bodisi s pomočjo 
kaveolarne endocitoze ali pa s klatrinsko endocitozo, pri kateri se nekateri PV znotraj 
celice dodatno prenašajo s kaveosomi. V celici se virusni delci razgradijo v poznih 
endosomih in/ali lizosomih, virusna DNA pa se v kompleksu z beljakovino L2, ki se 
predvidoma s C-koncem veže na motorno beljakovino dinein, prenese vzdolž 
mikrotubulov v jedro bazalne celice, kjer poteka pomnoževanje virusnega genoma 
(Doorbar, 2006; Pyeon in sod., 2009; Kocjan in Poljak, 2011; Wang in Roden, 2013). 
Pyeon in sod. (2009) so ugotovili, da mora za uspešno okužbo, pred vstopom virusne DNA 
v celično jedro in pred pričetkom izražanja zgodnjih virusnih genov, gostiteljska celica že 
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vstopiti v fazo mitoze (zgodnjo profazo), v kateri pride do porušenja jedrne ovojnice, 
reorganizacije mikrotubulov ter specifičnega izražanja nekaterih gostiteljskih genov. 
Kompleks beljakovine L2 in virusnega genoma se veže na celične kromosome, kar 
zagotovi, da virusna DNA ostane v jedru tudi po koncu mitoze (McBride, 2017). Okužba 
lahko v nadaljevanju poteka kot produktivna ali pa kot abortivna (nepopolna) okužba 
(Kocjan in Poljak, 2011). 
 
 
Slika 3: Potek okužbe s papilomavirusi (PV) v večskladnem ploščatoceličnem epitelu (Kahn, 2009) 
 
2.4.1 Produktivna okužba 
Kot večina virusov, tudi PV za podvajanje in prepisovanje virusnega genoma ter 
prevajanje virusnih mRNA uporabljajo molekularne mehanizme gostiteljskih celic (Joh in 
sod., 2009). Procesa pomnoževanja PV in izražanja virusnih genov sta tekom okužbe 
natančno regulirana s stopnjo diferenciacije epitelnih celic. Nekateri celični dejavniki 
prepisovanja, katerih vezavna mesta se nahajajo v virusnem genomu, se namreč izražajo le 
v določenem času diferenciacije celic. Ob različnih stopnjah se v reguliranih časovnih 
intervalih in količinah proizvedejo specifične virusne beljakovine, ki imajo različne vloge 
v življenjskem krogu virusa. Z diferenciacijo okuženih bazalnih celic in njihovim 
pomikanjem proti višjim slojem epitela se sposobnost pomnoževanja PV povečuje, 
kompletni virioni pa se sproščajo le iz popolnoma diferenciranih celic v najvišjih slojih 
epitela (Longworth in Laimins, 2004; Doorbar, 2006; Kocjan in Poljak, 2011). Pri tem se 
17 
Skubic L. Molekularna in filogenetska opredelitev ... papilomavirusov ... japonskih makakov.            
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
omenjene celice ob značilnem citopatskem učinku (koilocitozi) značilno morfološko 
spremenijo in postopoma pričnejo propadati. S pomnoževanjem virusnega genoma v 
zgornjih slojih in sproščanjem virionov le iz površinskih celic epitela ne pride do 
pomembnejše celične lize, viremije ter sproščanja provnetnih citokinov, s čimer PV 
učinkovito ovirajo predstavitev virusnih antigenov imunskemu sistemu gostitelja in se 
izmikajo celičnemu ter humoralnemu imunskemu odzivu (Kocjan in Poljak, 2011; Doorbar 
in sod., 2015). 
 
Po okužbi bazalnih celic epitela se virusni genom v celičnih jedrih nahaja izključno v 
obliki zunajkromosomskih krožnih delcev, t.i. episomov, sinteza virusnih beljakovin pa je 
v bazalnem sloju minimalna. Poleg beljakovin E6 in E7 se v minimalnih količinah 
sintetizirata tudi regulatorni beljakovini E1 in E2, ki sta potrebni za iniciacijo podvajanja 
virusne DNA. Prepisovanje zapisov za beljakovine E1, E2, E6 in E7 aktivirajo celični 
dejavniki prepisovanja. Virusna DNA se v bazalnem sloju najprej podvaja neodvisno od 
celičnega cikla, število njenih kopij pa se poveča na 50-100 kopij na celico (Kocjan in 
Poljak, 2011; McBride, 2017). Pred začetnim podvajanjem se beljakovina E2 kot 
homodimer najprej preko N-konca poveže skupaj s homodimerno beljakovino E1 in se 
nato s C-koncem veže na značilna zaporedja E2BS znotraj mesta ori, beljakovina E1 pa na 
prepoznavno zaporedje svojega vezavnega mesta (Doorbar, 2006). Pri tem lahko celična 
beljakovina TBP, vezana na TATA zaporedje, ovira vezavo beljakovine E2 in prepreči 
oblikovanje kompleksa E1/E2 na mestu ori (McBride, 2008). Oblikovanju kompleksa 
E1/E2 sledi pritrditev dodatnih beljakovin E1, sestavljanje beljakovin E1 v dvojni 
heksamerni obroč, pri čemer vsak obda eno od dveh ločenih DNA verig, in sprostitev 
beljakovine E2. Zaradi 3’-5’ helikazne aktivnosti pride ob hidrolizi ATP pred vsakim od 
obeh kompleksov E1 na mestu ori do lokaliziranega odvitja in razpiranja dvoverižne 
virusne DNA ter tvorbe podvojevalnih vilic (Doorbar, 2006; Bergvall in sod., 2013). V 
naslednjem koraku sledi vezava celičnih beljakovin, potrebnih za podvajanje DNA, kot so 
RPA (angl. replication protein A), topoizomeraza I in kompleks DNA polimeraza 
α/primaza ter pričetek dvosmernega podvajanja virusnega genoma (McBride, 2008; 
Kocjan in Poljak, 2011). Podvajanje nato tesno sledi celičnemu ciklu gostiteljske celice. 
Virusni genom se med fazo celičnega cikla S podvoji skupaj s celično DNA, njegove 
kopije pa so v celični delitvi tekom mitoze enakomerno porazdeljene med obe hčerinski 
celici, od katerih ena prične s procesom diferenciacije in se pomakne proti višjim slojem 
epitela. Beljakovina E2 z zasidranjem episomov na mitotske kromosome skrbi za pravilno 
segregacijo virusnega genoma med celično delitvijo in skupaj z beljakovino E1 pripomore 
k ohranjanju zunajkromosomske virusne DNA v jedrih okuženih bazalnih celic v latentni 
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Beljakovina E2 z vezavo na mesta E2BS v LCR uravnava delovanje zgodnjega virusnega 
promotorja, iz katerega se prepišejo zapisi za zgodnje virusne beljakovine. Mesta E2BS se 
namreč nahajajo ob mestih za vezavo celičnih dejavnikov prepisovanja, ki aktivirajo 
začetek prepisovanja zgodnjih ORF z RNA polimerazo II. Zaradi razlik v afiniteti do 
vezave na različna vezavna mesta, E2 v nizkih koncentracijah z vezavo na dve mesti E2BS 
spodbuja prepisovanje ORF E6 in E7, v visokih koncentracijah pa z vezavo na preostala 
mesta E2BS in z neposrednim fizičnim oviranjem vezave celičnih dejavnikov prepisovanja 
Sp1 in TBP na zaporedja regije zgodnjega virusnega promotorja deluje kot represor ter 
zavira izražanje beljakovin E6 in E7. Ker sta zapisa za beljakovini E1 in E2 prav tako 
prepisana iz zgodnjega promotorja, to pripomore k regulaciji števila virusnih kopij v 
nediferenciranih celicah (Longworth in Laimins, 2004; Doorbar, 2006). Prepisovanje 
mRNA zgodnjih virusnih beljakovin se zaključi v zgodnjem poliadenilacijskem signalu, ki 
se nahaja na 3’ koncu ORF E5, na 5’ koncu ORF L2 ali v področju med njima (McBride, 
2013; Moody, 2017). Beljakovini E6 in E7 med potekom diferenciacije okuženih celic 
pripomoreta k spremembi celičnega okolja in ustvarjanju primernih pogojev za 
produktivno podvajanje PV ter normalen potek virusnega življenjskega kroga. Zaradi 
delovanja beljakovin E5, E6 in E7, se bazalne celice, preden izstopijo iz celičnega cikla in 
pričnejo s terminalno diferenciacijo v višjih slojih epitela, med okužbo delijo večkrat kot 
običajno, pri čemer se lahko občasno delijo tudi nekatere že diferencirajoče se okužene 
celice v suprabazalnem sloju (Slika 3). Posledično to lahko vodi v oblikovanje benignih 
novotvorb, kot so ploščatocelični papilomi grla, navadne kožne in anogenitalne bradavice 
(Kocjan in Poljak, 2011). 
 
Do stimulacije neprekinjenega celičnega cikla in s tem povečanega števila delitev bazalnih 
celic epitela pride zaradi interakcije beljakovin E6 in E7 s celičnimi tumor-zavirajočimi 
beljakovinami, predvsem p53 in pRB, ki uravnavajo rast in delitev celic. Med fazo 
celičnega cikla G1 beljakovina pRB deluje kot represor družine dejavnikov prepisovanja 
E2F. Ob vezavi beljakovine E7 s pRB, pride do prekinitve povezave med pRB in 
dejavnikom prepisovanja E2F, ubikvitinacije ter proteolitske razgradnje pRB v celičnem 
proteasomu. Sprostitev dejavnika prepisovanja E2F aktivira prepisovanje celičnih genov, 
potrebnih za sintezo DNA, in stimulira vstop celice v fazo S, v kateri se DNA podvaja. Pri 
visokorizičnih genotipih HPV je vezava beljakovine E7 močnejša in bolj učinkovita kot pri 
nizkorizičnih genotipih HPV. Z E7-posredovanim vstopom celic v fazo S naraste nivo 
beljakovine p53. Podobno kot pRB tudi p53 v vlogi dejavnika prepisovanja, z 
uravnavanjem prepisovanja nekaterih celičnih beljakovin, sodeluje pri nadzoru prehoda 
celičnega cikla iz faze G1 v fazo S. Ob morebitni poškodbi gostiteljske DNA raven p53 
naraste in zaustavi celični cikel, dokler celični popravljalni mehanizmi ne popravijo 
poškodbe DNA, v primeru preobsežnih poškodb pa sproži celično apoptozo, ki se sicer 
lahko v okuženih celicah aktivira tudi z namenom preprečitve širjenja virusov v sosednje 
celice. Raven p53 po odpravi poškodb upade in celični cikel se lahko nadaljuje. Pri 
visokorizičnih genotipih HPV se beljakovina E6 v okuženih celicah že v nizkih 
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koncentracijah poveže v stabilni tridelni kompleks s celično beljakovino p53 in celično 
ubikvitinsko ligazo E6AP, čemur sledi ubikvitinacija ter proteoliza p53 s celičnimi 
proteasomi (Longworth in Laimins, 2004; Doorbar, 2006; Kocjan in Poljak, 2011). Pri 
nizkorizičnih genotipih HPV beljakovina E6 tvori stabilni kompleks samo z E6AP, zato ne 
pride do razgradnje p53. Nasprotno se lahko pri vseh genotipih PV beljakovina E6 
neposredno veže na beljakovino p53 in tako ovira njeno vezavo kot dejavnik prepisovanja 
na značilna zaporedja v celičnem genomu ter omogoči prehod celičnega cikla v fazo S. 
Beljakovina E7 lahko v okuženih celicah spodbudi celično proliferacijo tudi s tvorbo 
kompleksov z nekaterimi drugimi celičnimi beljakovinami, ki sodelujejo pri uravnavanju 
celične proliferacije, kot so beljakovine prepisovalnega kompleksa AP1, inhibitorja od 
ciklina odvisnih kinaz p21 in p27, ciklina E in A ter z njima povezana cdk2 in histonska 
deacetilaza (Kocjan in Poljak, 2011). Beljakovina E5 s povečano signalizacijo v signalni 
poti, posredovani z EGF receptorji, dodatno spodbuja celično proliferacijo (Doorbar, 
2006). 
 
Okužene bazalne celice sčasoma izstopijo iz celičnega cikla, se pomaknejo v suprabazalni 
sloj (v epidermisu t.i. stratum spinosum) in pričnejo z diferenciacijo. Celice 
suprabazalnega sloja so v normalnih razmerah diferencirane in niso mitotsko-aktivne, zato 
se DNA polimeraza in preostale celične beljakovine, ki sodelujejo pri podvajanju DNA, v 
njih ne izražajo. Beljakovini E6 in E7 s svojim delovanjem spodbudita ponovni vstop 
suprabazalnih celic v stanje podobno fazi S, aktivirata sintezo celične DNA in znotraj 
celice ustvarita okolje s primernimi pogoji za podvajanje virusne DNA (Stanley in sod., 
2007; Doorbar in sod., 2012). S pomikanjem okuženih celic proti višjim slojem epitela in 
njihovo diferenciacijo pride tudi do sprememb v celični signalizaciji in prisotnosti 
specifičnih celičnih dejavnikov prepisovanja, kar vodi v aktivacijo poznega virusnega 
promotorja, ki se nahaja znotraj ORF E7, in povečanje količine izraženih virusnih 
beljakovin E1, E2, E4 in E5. Pri tem beljakovina E2 spodbudi zaključek prepisovanja 
virusnih molekul mRNA in njihovo poliadenilacijo v poznem poliadenilacijskem signalu 
(Doorbar, 2006; Moody, 2017). Ker pozni promotor ni negativno uravnan z beljakovino 
E2, pride do pričetka pomnoževanja virusnega genoma in sicer po načinu kotalečega se 
kroga (angl. rolling circle replication), pri katerem v diferencirajočih se celicah nastane na 
tisoče kopij virusnega genoma (Slika 3). Beljakovina E5 s povečano celično signalizacijo v 
z EGFR-posredovani signalni poti spodbuja aktivnost MAP (angl. mitogen-activated 
protein) kinaz, ki preko fosforilacije fosforilacijskih mest v bližini transportnega signala 
NLS znotraj beljakovine E1 povzročijo vezavo importina na področje z NLS in omogočijo 
kopičenje beljakovine E1 v celičnem jedru, kjer poteka pomnoževanje virusnega genoma. 
Enak učinek ima cdk2 v kompleksu s ciklinom E/ciklinom A, ki s fosforilacijo inhibira 
vezavo eksportina na področje z NES, in prav tako spodbudi lokalizacijo beljakovine E1 v 
jedru celice (Bergvall in sod., 2013; Doorbar in sod., 2015). Beljakovina E4 z vezavo in 
premestitvijo kompleksa ciklin B/cdk1, potrebnega za prehod celičnega cikla iz faze G2 v 
mitozo, iz celičnega jedra v citoplazmo povzroči ustavitev celičnega cikla v stanju 
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podobnemu fazi G2 in prepreči celično delitev. Poleg tega lahko in vitro veže ter inhibira 
celične MCM helikaze, s čimer pride do preprečitve podvajanja celične DNA in 
prednostnega pomnoževanja virusnega genoma (Longworth in Laimins, 2004; Doorbar, 
2006, 2013; Kocjan in Poljak, 2011). Povišana koncentracija beljakovine E2 sčasoma 
zavre izražanje ORF E6 in E7 iz zgodnjega virusnega promotorja, kar vodi v izgubo 
ustreznega celičnega okolja za sintezo virusne DNA, s čimer PV omeji čas pomnoževanja 
virusnega genoma, celica pa se dokončno diferencira (Doorbar, 2006). 
 
V zgornjih slojih ploščatoceličnega epitela (v epidermisu t.i. stratum granulosum) se 
močno poveča sinteza virusnih beljakovin E4, L1 in L2, katerih zapisi so prepisani iz 
poznega virusnega promotorja. Kopije strukturne beljakovine L1 se v citoplazmi sestavijo 
v kapsomere in nato prestavijo v celično jedro, kjer pride do sestavljanja pomnoženih 
virusnih genomov v virione PV. Čeprav je bilo dokazano, da se virioni sestavijo tudi v 
odsotnosti beljakovine L2, prisotnost slednje pripomore k večji učinkovitosti povezovanja 
kapsomer v virusno kapsido. Poleg tega beljakovina L2 sodeluje z beljakovino E2 pri 
uspešnejši enkapsidaciji pomnoženih virusnih genomov. Beljakovina E4 se veže na 
citokeratinske intermediarne filamente v celičnem citoskeletu okuženih celic, s čimer 
povzroči razpad njihove strukture in omogoči lažje izstopanje velikega števila novih zrelih 
virionov PV iz terminalno diferenciranih gostiteljskih celic na površini epitela (Slika 3) 
(Doorbar, 2006; Kocjan in Poljak, 2011). Čas od pričetka okužbe do pojava novotvorb in 
sprostitve PV traja od približno treh tednov, kolikor je potrebno za popolno diferenciacijo 
epitelnih celic, do nekaj mesecev (Stanley in sod., 2007). 
 
2.4.2 Abortivna okužba 
Kljub temu, da s pomočjo celično-posredovanega imunskega odziva večina okužb s PV v 
roku enega leta izzveni oziroma se virusi ohranijo v nizkih koncentracijah v bazalnih 
celicah epitela in povzročajo le latentne/asimptomatske okužbe, lahko nekatere okužbe 
vztrajajo še desetletja. Dolgotrajne (perzistentne) okužbe z visokorizičnimi genotipi HPV 
so največji dejavnik tveganja za maligno preobrazbo novotvorb ploščatoceličnega epitela 
in nastanek raka (Longworth in Laimins, 2004; Doorbar, 2006). Pri manjšem deležu 
dolgotrajnih okužb z visokorizičnimi genotipi HPV pride do vključitve (integracije) vsaj 
dela virusne DNA v genom gostiteljske celice, pri čemer sta vedno vključena vsaj ORF E6 
in E7. Pred vključitvijo virusne DNA beljakovini E6 in E7 visokorizičnih genotipov HPV s 
svojo aktivnostjo povzročata genetsko nestabilnost celičnega genoma, kar predstavlja 
zgodnji dogodek v procesu karcinogeneze. Krožna virusna DNA se skoraj vedno prekine 
znotraj področja ORF E2 in se nato pogosto vključi v bližino t.i. krhkih mest (angl. fragile 
sites) na različnih gostiteljskih kromosomih. Prekinitev zapisa za beljakovino E2 vodi v 
izgubo njene biološke vloge, tj. uravnavanje aktivnosti zgodnjega virusnega promotorja. 
Posledično pride do povečanega in nenadzorovanega izražanja virusnih beljakovin E6 ter 
E7 v vseh slojih epitela. Kot je bilo omenjeno v poglavju 2.4.1 Produktivna okužba, 
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virusna onkogena E6 in E7 ciljata tumor-zavirajočo signalno pot z namenom preusmeritve 
celičnih mehanizmov za podvajanje DNA v uspešno pomnoževanje virusne DNA, kar vodi 
do razgradnje celičnih tumor-zavirajočih beljakovin p53 in pRB ter izgube tumorsko-
zaščitnega delovanja. To ob ustrezni genetski predispoziciji gostiteljske celice omogoča 
nekontrolirano proliferacijo celic s poškodovano DNA in kopičenje različnih sekundarnih 
mutacij v celičnem genomu, kot posledica škodljivega delovanja karcinogenih dejavnikov, 
ki lahko čez leta privedejo do nesmrtnosti okuženih celic ter njihove maligne 
transformacije in nastanka raka (Kocjan in Poljak, 2011; Doorbar in sod., 2012). Ker ima 
tumor-zavirajoča signalna pot s signalno potjo prirojene imunosti številne skupne točke, 
kot sta na primer celični beljakovini p21 in p53, je bila predlagana hipoteza, da 
visokorizični genotipi HPV primarno vplivajo na sistem prirojene imunosti tako, da 
omogočijo dalj časa trajajočo okužbo gostitelja, s tem pa posredno, zaradi prekrivanja 
celičnih funkcij, spodbudijo celično proliferacijo in povečajo tveganje za maligno 
transformacijo okuženih celic (Van Doorslaer, 2013). Ker pride do nekontroliranih in 
neprestanih celičnih delitev tudi v višjih slojih epitela, okužene celice ne morejo pričeti s 
terminalno diferenciacijo, zaradi česar pri abortivni okužbi, v nasprotju s produktivno 
okužbo, PV ne more uspešno zaključiti svojega življenjskega kroga. Posledica abortivne 
okužbe so maligni ploščatocelični tumorji in cervikalne intraepitelijske neoplazije najvišje 
stopnje, ki se lahko razvijejo v rak materničnega vratu (Kocjan in Poljak, 2011; Doorbar in 
sod., 2012). 
 
Beljakovina E6 lahko z vezavo na nekatere celične beljakovine prepreči nespecifični 
imunski odgovor na HPV okužbo in vpliva na maligno preobrazbo okuženih celic. Z 
oviranjem od p53-neodvisne apoptotske poti preko membranskih receptorjev TNF ali 
mitohondrijskih beljakovin Bak in Bax beljakovina E6 onemogoči indukcijo apoptoze 
okuženih celic, z aktivacijo katalitske podenote telomeraze hTERT pa spodbudi celično 
nesmrtnost. Z namenom ohranitve primernega celičnega okolja za pomnoževanje PV, se 
beljakovina E6 visokorizičnih genotipov HPV s pomočjo PDZ-vezavnega motiva veže na 
PDZ domeno nekaterih celičnih beljakovin, kar sproži njihovo razgradnjo, ovira celično 
adhezijo, vodi v prekinitev tesnih stikov med epitelnimi celicami in prispeva k razvoju 
metastatskih tumorjev (Doorbar, 2006; Kocjan in Poljak, 2011; Bergin in sod., 2013). 
Beljakovina E7 je prav tako vključena v ohranitev aktiviranega stanja telomeraz ter z njimi 
povezanega podaljševanja telomer in v preprečevanje celične apoptoze po apoptotski poti 
anoikis, ki se sicer sproži v celicah, ki so izgubile celično adhezijo in niso več pritrjene na 
ekstracelularni matriks. Raziskave so pokazale, da v začetni stopnji onkogeneze sodeluje 
tudi beljakovina E5, ki ima poleg vpliva na povečano celično proliferacijo, vlogo pri 
spodbujanju antiapoptotskega delovanja in angiogeneze, procesa rasti krvožilnega sistema, 
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2.5 OPREDELJEVANJE NOVIH PAPILOMAVIRUSOV 
Potrjevanje novih genotipov HPV in shranjevanje referenčnih klonov virusnih genomov 
izvajajo v Mednarodnem referenčnem centru za HPV (angl. International Human 
Papillomavirus Reference Center) na inštitutu Karolinska (šved. Karolinska Institutet) v 
Stockholmu na Švedskem, medtem ko referenčni center, ki bi spremljal odkrivanje novih 
živalskih PV, do junija 2018 še ni bil ustanovljen. Za opredelitev in priznanje potencialno 
novega genotipa HPV je potrebno celotni virusni genom v enem ali več delih vklonirati v 
plazmidni vektor in mu določiti nukleotidno zaporedje ter za HPV-značilna genomska 
področja. Kot je bilo omenjeno v poglavju 2.2 Filogenetsko razvrščanje papilomavirusov, 
se mora celotno nukleotidno zaporedje gena L1 novega genotipa HPV od nukleotidnih 
zaporedij genov L1 vseh uradno že priznanih genotipov HPV razlikovati za več kot 10 %. 
Izboljšave v molekularnih tehnikah, ki se uporabljajo pri opredeljevanju novih PV, so v 
zadnjih letih omogočile izrazito povečanje števila novo-odkritih genotipov PV, kar vodi 
tudi v povečanje potrebe po ustanovitvi referenčnega centra za živalske PV, katerih 
opredeljevanje za zdaj ni tako natančno nadzorovano (Kocjan in Poljak, 2011; Kocjan in 
sod., 2015). 
 
Prva nukleotidna zaporedja celotnih genomov PV, večinoma HPV, so bila pridobljena 
neposredno iz različnih epitelnih sprememb (anogenitalnih bradavic, papilomov grla, 
cervikalnih karcinomov in neoplastičnih sprememb bolnikov z EV), z uporabo 
neposrednega molekulskega kloniranja osamljenih virusnih nukleinskih kislin v plazmidne 
vektorje, transformacijo plazmidov v kompetentne bakterijske celice in določanjem 
nukleotidnega zaporedja. Kljub relativno enostavni izvedbi ima tehnika neposrednega 
kloniranja osamljenih nukleinskih kislin številne pomanjkljivosti: (i) po rezanju krožnih 
virusnih genomov na krajše odseke z restrikcijskimi endonukleazami lahko nastanejo tudi 
zelo kratki fragmenti, ki jih je na agaroznem gelu zelo težko opaziti, kar lahko vodi do 
pomanjkljivega kloniranja celotnega virusnega genoma, (ii) metoda je primerna predvsem 
za opredeljevanje genotipov PV, ki so v kliničnih vzorcih prisotni v visokem številu 
virusnih kopij, na primer Alpha-PV v benignih in malignih anogenitalnih novotvorbah in 
(iii) določene sekvence genoma PV so dokazano toksične za različne vektorske sisteme. 
Številne pomanjkljivosti klasičnih metod so vodile v razvoj in uporabo novejših ter bolj 
občutljivih molekularnih metod kloniranja s predhodnim pomnoževanjem virusnih 
genomov (De Villiers in sod., 2004; Kocjan in sod., 2015). 
 
V zadnjih dveh desetletjih se pri opredeljevanju novih genotipov PV vse pogosteje 
uporabljajo sodobne molekularne metode, kot so verižna reakcija s polimerazo (v 
nadaljevanju PCR), pomnoževanje po principu kotalečega se kroga (v nadaljevanju RCA) 
in sekveniranje naslednje generacije (v nadaljevanju NGS), ki so omogočile identifikacijo 
številnih novih genotipov PV, tudi takšnih, ki povzročajo klinično neznačilne okužbe in se 
v kliničnih vzorcih nahajajo v nizkih koncentracijah (Kocjan in sod., 2015). 
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2.5.1 Verižna reakcija s polimerazo 
PCR je metoda in vitro sinteze DNA s pomočjo temperaturno-obstojne DNA polimeraze, s 
katero lahko določen odsek matrične DNA v kratkem časovnem intervalu (približno 1-3 
urah) pomnožimo v velikem številu kopij. Za uspešno izvedbo PCR je potrebno predhodno 
poznavanje nukleotidnega zaporedja tarčnega odseka DNA, saj reakcija temelji na uporabi 
dveh (ali več) OZ, ki nalegata na mejna dela tarčnega odseka in sta usmerjena tako, da 
sinteza nove DNA poteka v prostoru med njima. Poleg matrične DNA, para OZ in DNA 
polimeraze, pri izvedbi reakcije potrebujemo tudi deoksinukleotide (dATP, dGTP, dCTP in 
dTTP), PCR pufer, ki vsebuje optimalne koncentracije Tris-HCl, MgCl2 ter KCl in 
omogoča potek encimske reakcije, ter sterilno deionizirano vodo. Za vezavo OZ na tarčni 
odsek je potrebno dvoverižno matrično DNA najprej razkleniti v dve enoverižni molekuli 
DNA, kar dosežemo v stopnji denaturacije dvoverižne DNA (angl. denaturation) s kratkim 
segrevanjem reakcijske mešanice na približno 95 °C. Sledi naleganje OZ na mejna dela 
tarčnega odseka DNA (angl. primer annealing), pri čemer je temperatura inkubacije 
reakcijske mešanice odvisna od temperature tališča (v nadaljevanju Tm) uporabljenih OZ. 
V zadnji stopnji poteka podaljševanje OZ (angl. primer extension) oziroma sinteza nove 
komplementarne molekule DNA z DNA polimerazo v smeri od 5’ proti 3’ koncu. V tem 
koraku je čas inkubacije reakcijske mešanice odvisen od dolžine tarčnega nukleotidnega 
zaporedja, temperatura inkubacije pa od optimalne temperature delovanja DNA polimeraze 
(v primeru Taq DNA polimeraze je to pri 72 °C). Vsak naslednji temperaturni cikel 
podvoji število kopij tarčnega odseka DNA. Po zadnjem temperaturnem ciklu celotno 
encimsko reakcijo ustavimo z ohladitvijo reakcijske mešanice na 4 °C (Poljak in sod., 
1994; Cantley in sod., 2011). Učinkovitost pomnoževanja s PCR je odvisna od velikosti 
tarčnega odseka DNA, začetne količine matrične DNA in števila neujemanj med 
nukleotidnimi zaporedji mejnih delov tarčnega odseka DNA ter OZ (Chouhy in sod., 
2013). 
 
Najpogostejši pristop opredeljevanja novih genotipov PV temelji na uporabi PCR z 
različnimi širokospektralnimi OZ (angl. broad-range primers), ki so oblikovani na podlagi 
medsebojne poravnave (angl. multiple alignment) nukleotidnih ali AK zaporedij večjega 
števila različnih, že opredeljenih PV. Ker je uspešnost OZ pri naleganju in pomnoževanju 
matrične DNA odvisna od sposobnosti specifične vezave na tarčno nekomplementarno 
zaporedje, se na vsakem nukleotidnem mestu OZ nahaja dejanska ali predvideno najbolj 
pogosta različica nukleotida glede na večkratno poravnavo. Uporaba širokospektralnih OZ 
običajno omogoča detekcijo večine poznanih in uradno priznanih genotipov PV, vendar 
lahko z njimi zaznamo tudi nekatere potencialno nove genotipe PV, ki so sorodni oziroma 
imajo visoko stopnjo podobnosti zaporedja z že opredeljenimi genotipi PV. Večina 
dostopnih širokospektralnih OZ, kot so PGMY09/11, GP5+/6+, SPF10, FAP59/FAP64, 




, zbirka OZ CP in CN ter ARL1 
(E1), nalega na najbolj ohranjeni genomski področji PV ORF L1 ali E1, ki sta v krožnem 
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virusnem genomu locirani drugo nasproti drugemu (Staheli in sod., 2009; Kocjan in sod., 
2015). S širokospektralnimi OZ so bili odkriti številni živalski PV, pri čemer se je v 
opredeljevanju nekaterih novih opičjih PV, vključno z genotipom MfPV1, ki povzroča 
okužbe pri javanskih makakih, kot zelo uspešen izkazal pristop uporabe PCR z OZ 
CODEHOP (angl. consensus-degenerate hybrid oligonucleotide primer) (Staheli in sod., 
2009). 
 
Z uporabo širokospektralnih OZ ponavadi pomnožimo krajše dele tarčnih nukleotidnih 
zaporedij, dolžine 120-700 bp. Če se za kakšno izmed njih izkaže, da gre za zaporedje 
potencialno novega PV, le-to uporabimo kot referenčno nukleotidno zaporedje pri 
oblikovanju novih tipsko-značilnih OZ, ki omogočajo pomnoževanje celotnega virusnega 
genoma z reverznim PCR (angl. inverted long-range PCR) ali z metodo prekrivajočih se 
pridelkov PCR (angl. overlapping long-range PCR). Tipsko-značilna OZ oblikujemo tako, 
da na dvoverižno matrično DNA nalegata drug ob drugem v t.i. »back-to-back« orientaciji, 
celotni krožni virusni genom pa je pomnožen v njegovi celotni dolžini. Pri metodi 
prekrivajočih se pridelkov PCR celotni genom PV pomnožimo v dveh ali več odsekih s 
prekrivajočimi se konci. Glede na to, da je genom PV dolg približno 8.000 bp, 
pomnoževanje večjih delov virusnega genoma poteka z uporabo t.i. »long-range« DNA 
polimeraz, ki so izjemno temperaturno stabilne, natančne, občutljive in zmožne 
pomnoževanja nukleotidnih zaporedij, dolžine do 15 kb ali več. Povečanje občutljivosti 
PCR lahko dosežemo z uporabo klasičnega vgnezdenega PCR (angl. nested PCR) ali 
njegove bolj občutljive različice (angl. single tube nested »hanging droplet« PCR). 
Pridobljene pridelke PCR v nadaljevanju kvalitativno ovrednotimo s pomočjo gelske 
elektroforeze, očistimo in vkloniramo v plazmidne vektorje. Celotno nukleotidno zaporedje 
virusnega genoma običajno določimo z metodo pomikanja OZ (angl. primer walking) na 
osnovi metode sekveniranja po Sangerju (Kocjan in sod., 2015). 
 
2.5.2 Pomnoževanje virusnega genoma po principu kotalečega se kroga 
Metoda RCA preferenčno temelji na izotermalnem pomnoževanju vseh krožnih eno- ali 
dvoverižnih molekul DNA, kot je genom PV, z uporabo zelo natančne bakteriofagne Φ29 
DNA polimeraze, z aktivnostjo kontrolnega branja, in naključnih heksamernih OZ, ki 
nalegajo na več mest v krožni matrični DNA in omogočijo nastanek več podvojevalnih 
vilic. Prednost metode RCA predstavljata visoka natančnost in velik pridelek amplikonov, 
poleg tega pa RCA z naključnimi heksamernimi OZ omogoča detekcijo krožnih virusnih 
genomov brez predhodne informacije o njihovem nukleotidnem zaporedju. Posledično je 
mogoče opredeljevanje novih PV, ki se močno razlikujejo od že opredeljenih genotipov 
PV. Specifičnost pomnoževanja genomov PV z metodo RCA lahko neposredno dosežemo 
z uporabo tipsko-, skupinsko- ali rodovno-značilnih OZ. Pomanjkljivost metode RCA se 
kaže v tem, da poleg krožnih molekul DNA v manjši meri pomnoži tudi linearno obliko 
DNA, na primer genom gostitelja, kar lahko ovira pomnoževanje virusnih genomov, če so 
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ti v kliničnih vzorcih prisotni v zelo majhni količini ob prebitku genomske DNA. Kljub 
temu je široka uporaba metode RCA v zadnjih letih omogočila opredelitev velikega števila 
novih genotipov HPV in živalskih PV, ki so bili v kliničnih vzorcih prisotni v nizkih 
koncentracijah (Rector in sod., 2004; Kocjan in sod., 2015). V primerih, ko je količina 
virusne DNA v izolatu prenizka za izvedbo PCR, se namreč predhodno pomnoževanje z 
metodo RCA pogosto uporablja za zvišanje koncentracije virusne DNA (Joh in sod., 
2009). 
 
Pridelki RCA predstavljajo linearne, dvoverižne, konkatemerno (tandemsko) ponovljene 
kopije celotnega genoma PV v količinah, ki omogočajo neposredno določanje 
nukleotidnega zaporedja s sekveniranjem po Sangerju ali z uporabo NGS, restrikcijsko 
analizo s pomočjo restrikcijskih endonukleaz, molekulsko kloniranje predhodno razrezanih 
pridelkov RCA ali nadaljnje pomnoževanje pridelkov RCA s PCR (Rector in sod., 2004; 
Kocjan in sod., 2015). 
 
2.5.3 Sekveniranje po Sangerju 
Metoda sekveniranja po Sangerju (tudi angl. the chain termination method) temelji na 
tekmovanju med podaljševanjem verige DNA z vgrajevanjem standardnih 
deoksinukleotidov (dATP, dGTP, dCTP in dTTP) in terminacijo sinteze DNA z 
vgrajevanjem kemijsko modificiranih dideoksinukleotidov (ddATP, ddGTP, ddCTP in 
ddTTP). Dideoksinukleotid na 3’ koncu nima OH skupine, potrebne za tvorjenje 
fosfodiesterske vezi med nukleotidoma, zato pride ob njegovi vgraditvi do inhibicije 
delovanja DNA polimeraze in prekinitve podaljševanja verige, saj se za njim 
deoksinukleotid ne more vezati. Vsaka vrsta dideoksinukleotida je lahko označena z 
radioaktivnim označevalcem ali pa specifičnim fluorescentnim barvilom, ki emitira 
svetlobo pri določeni valovni dolžini. Vgraditev dideoksinukleotidov je naključna, zato v 
sekvenčni reakciji nastanejo različno dolgi fragmenti DNA. Pri sekveniranju po Sangerju 
so bile prvotno potrebne štiri ločene sekvenčne reakcije z vsemi deoksinukleotidi in 
posamezno vrsto dideoksinukleotida ter ločevanje DNA fragmentov po velikosti s 
poliakrilamidno gelsko elektroforezo, na podlagi katere je bilo nukleotidno zaporedje nato 
določeno ročno. Danes se uporablja enotna sekvenčna reakcija z vsemi štirimi vrstami 
dideoksinukleotidov, pri kateri visoko-specifično ločevanje posameznih fluorescentno-
označenih vgrajenih dideoksinukleotidov poteka s pomočjo avtomatizirane kapilarne 
gelske elektroforeze in visoko-občutljivega laserja (mesta detekcije) v sekvenatorju. 
Rezultat sekveniranja je podan v obliki elektroferograma s fluorescentnimi vrhovi in 
pripadajočim nukleotidnim zaporedjem. Z uporabo tehnik klasičnega sekveniranja lahko 
pridobimo nukleotidna zaporedja, t.i. odčitke (angl. reads), dolžine do približno 1.000 nt, 
odvisno od dolžine in količine uporabljenega pridelka PCR ter programa sekveniranja 
(Sanger in sod., 1977; Karger in Guttman, 2009). 
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Za metodo pomikanja OZ je značilno razvijanje novih OZ na podlagi odčitka iz predhodne 
sekvenčne reakcije z namenom pridobitve novega odčitka v naslednji sekvenčni reakciji, 
pri čemer se postopek nadaljuje, dokler ni določeno celotno tarčno nukleotidno zaporedje 
(Slika 4). Metoda je lahko izvedena na obeh verigah matrične DNA, njena pomanjkljivost 
pa je zamudno določanje daljših tarčnih nukleotidnih zaporedij, saj je za potek sekvenčnih 
reakcij potrebno oblikovanje velikega števila novih OZ (Sterky in Lundeberg, 2000). 
Prednost metode se kaže v možnosti sprotnega zaznavanja morebitnih težav in napak med 
določanjem nukleotidnega zaporedja, poleg tega pa je sestavljanje (angl. assembly) 
odčitkov v celotno zaporedje zelo enostavno, saj je potrebno najti le ujemanje med koncem 
nazadnje določenega zaporedja in novega odčitka (Delius in Hofmann, 1994). 
 
 
Slika 4: Metoda pomikanja oligonukleotidnih začetnikov (OZ) 
 
2.5.4 Sekveniranje naslednje generacije 
Izraz NGS označuje skupino sodobnih metod visokozmogljivega sekveniranja (angl. high-
throughput sequencing), ki v zelo kratkem času omogočajo večkratno, vzporedno in 
avtomatizirano določanje nukleotidnega zaporedja velikega števila različnih molekul 
DNA. Platforme NGS, kot so različne platforme Illumina (sekveniranje s pomočjo 
reverzibilnih terminatorjev), Roche 454 (pirosekveniranje) in SOLiD (sekveniranje z 
ligacijo), se med seboj razlikujejo v tehnologiji, stroških in globini sekveniranja (angl. 
sequencing depth) – količini pridobljenih odčitkov, ter dolžini in natančnosti odčitkov. 
Zaradi velike količine proizvedenih podatkov ozko grlo predstavlja njihova 
bioinformatična obdelava. V primerjavi z metodo sekveniranja po Sangerju je količina 
pridobljenih odčitkov veliko večja, vendar je njihova dolžina v povprečju krajša, saj 
obsegajo le približno 50-600 nt, značilna pa je tudi višja stopnja napak (Chiu in Miller, 
2011; Progar in Petrovič, 2013; Kocjan in sod., 2015). 
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Metode NGS se na področju PV najpogosteje uporabljajo pri opredeljevanju celotnih 
virusnih genomov po pomnoževanju celokupne DNA z metodo RCA. Zaradi izognitve 
tehnično-zahtevnemu in zamudnemu postopku molekulskega kloniranja ter selekciji 
bakterijskih transformant, se metode NGS pogosto uporabljajo tudi pri analizi pridelkov 
različnih širokospektralnih PCR, saj se je v nekaterih raziskavah izkazalo, da izvedba PCR 
pred NGS omogoča občutljivejše zaznavanje tarčnih molekul, v primerjavi uporabe NGS 
brez predhodnega pomnoževanja nukleinskih kislin (na primer metagenomski pristop). V 
primeru, ko širokospektralni OZ zaradi prevelikega števila neujemanj ne nalegajo na tarčna 
nukleotidna zaporedja, pa je glede na dejstvo, da pri izvedbi NGS ni potrebno predhodno 
poznavanje nukleotidnega zaporedja, občutljivost metod NGS višja od občutljivosti PCR. 
V zadnjih letih so bila s pomočjo NGS v različnih ekoloških nišah PV, kot so koža 
gostitelja, različna mesta sluznice glave in vratu ter analni kanal, pridobljena delna ali 
celotna nukleotidna zaporedja genomov velikega števila potencialno novih genotipov HPV 
in nekaterih živalskih PV, kar je omogočilo nov pogled na razumevanje raznolikosti PV 
(Bzhalava in sod. 2014; Kocjan in sod., 2015). Bzhalava in sod. (2014) so s sekveniranjem 
pridelkov PCR s platformo Illumina MiSeq v 326 vzorcih kožnih epitelnih sprememb 
odkrili 385 različnih genotipov HPV, od katerih jih je bilo 52 uradno priznanih, 107 že 
znanih in 226 novih potencialnih genotipov PV, ki so se uvrščali predvsem v rodova Beta-
PV in Gamma-PV. Ker genomi večine novo-odkritih genotipov HPV, opredeljenih samo s 
pomočjo metod NGS, niso bili vklonirani v plazmidne vektorje, referenčni plazmidi pa 
nato deponirani v zbirko vseh opredeljenih PV in ponovno sekvenirani, zaenkrat niso 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
V raziskavo smo vključili izolate DNA histološko potrjenih svežih tkivnih vzorcev 
ploščatoceličnega karcinoma ustne votline in benigne novotvorbe penisa japonskih 
makakov (M. fuscata). Oba tkivna vzorca sta bila pridobljena med rutinskimi terapevtskimi 
kirurškimi posegi, opravljenimi z namenom odstranitve neoplastičnih sprememb, v 
Raziskovalnem centru za prvake v Oregonu v ZDA (Oregon National Primate Research 
Center, Oregon Health & Science University, Beaverton, OR, ZDA), zato dovoljenja za 
poskuse na živalih nismo potrebovali. 
 
3.2 METODE 
Laboratorijsko delo je potekalo ob doslednem upoštevanju aseptičnih tehnik dela v 
laboratoriju 2. biovarnostne stopnje na Inštitutu za mikrobiologijo in imunologijo 
Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani. 
 
3.2.1 Pomnoževanje virusnega genoma po principu kotalečega se kroga 
Zaradi nizke koncentracije virusne DNA potencialno novega genotip MfuPV2 smo po 
principu metode RCA s pomočjo bakteriofagne Φ29 DNA polimeraze izotermalno 
pomnožili celokupno DNA, ki smo jo osamili iz benigne novotvorbe penisa japonskega 
makaka (izolat DNA 14A-881). To smo izvedli v skladu z navodili proizvajalca 
komercialno dostopnega kompleta kemikalij Illustra TempliPhi 100 Amplification Kit (GE 
Healthcare Life Sciences, Little Chalfont, Velika Britanija). 
 
Najprej smo v 0,2 ml PCR mikroepruvete odpipetirali 5 µl pufra Sample Buffer (GE 
Healthcare Life Sciences) in v vsako dodali 1 µl DNA, osamljene iz kliničnega vzorca. 
Vsebino mikroepruvet smo rahlo premešali na vibracijskem mešalu ter mikroepruvete 
inkubirali 10 minut pri 25 °C v napravi Veriti 96-Well Thermal Cycler (Applied 
Biosystems, Foster City, CA, ZDA). Sledila je 3-minutna inkubacija pri 95 °C, nato pa 
smo mikroepruvete prestavili v hladni blok, ohlajen na -20 °C. 
 
Nato smo v 1,5 ml mikrocentrifugirki na hladnem bloku, ohlajenem na -20 °C, za vsak 
vzorec pripravili reakcijsko mešanico RCA (5,7 µl), ki je vsebovala: 
 5 µl reakcijskega pufra TempliPhi Reaction Buffer (GE Healthcare Life Sciences), 
 0,5 µl mešanice dNTP-jev PCR Nucleotide Mix (10 mM) (Roche, Mannheim, 
Nemčija), 
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 0,2 µl mešanice TempliPhi Enzyme Mix (GE Healthcare Life Sciences) z Φ29 
DNA polimerazo in naključnimi heksamernimi OZ. 
 
V vsako mikroepruveto z denaturirano DNA smo dodali 5 µl pripravljene reakcijske 
mešanice RCA, vsebino rahlo premešali na vibracijskem mešalu in inkubirali 16 ur pri 30 
°C. Naslednji dan smo za inaktivacijo Φ29 DNA polimeraze mikroepruvete inkubirali 10 
minut pri 65 °C v napravi Veriti 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems). Dobljene 
pridelke RCA smo na koncu redčili s sterilno deionizirano vodo Nuclease-Free Water 
(Qiagen, Hilden, Nemčija) v razmerju 1:100. 
 
3.2.2 Pomnoževanje celotnega genoma MfuPV2 
3.2.2.1 Izvedba reverznega PCR 
Za pomnoževanje celotnega virusnega genoma MfuPV2 smo na podlagi celotnega 
nukleotidnega zaporedja gena E1 in delnega nukleotidnega zaporedja gena L1 razvili dva 
seta tipsko-značilnih OZ (MfuPV2-E1-invforward in MfuPV2-E1-invreverse; MfuPV2-
249f1 in MfuPV2-145r1), ki nalegata na genomski regiji E1 in L1 MfuPV2 (Preglednica 
1). 
 
Preglednica 1: Oligonukleotidni začetniki za pomnoževanje celotnega virusnega genoma MfuPV2 z 
reverznima PCR 
Ime OZ Vrsta OZ 





MfuPV2-E1-invforward Smerni GGACACAGTGCTGAAAACTCT 
gen E1 
MfuPV2-E1-invreverse Protismerni CTGTTCTTCGCACATTTGAA 
MfuPV2-249f1 Smerni CAATCAAGGGGACACAGTCC 
gen L1 
MfuPV2-145r1 Protismerni TGCTCACGCCTCAGATAAAA 
OZ – oligonukleotidni začetnik 
 
OZ iz Preglednice 1 smo razvili s pomočjo prosto dostopne spletne aplikacije Primer3 
v0.4.0 (WIBR, 2012), njihove kemijske in termodinamične lastnosti (Tm = 50-55 °C, 
vsebnost baznih parov gvanin-citozin = 40-60 %) pa smo preverili s prosto dostopno 
spletno aplikacijo Net Primer (PREMIER Biosoft, 2017). Specifičnost razvitih OZ smo 
preverili z uporabo računalniškega programa Vector NTI Advance v11.5.4 (Invitrogen, 
Carlsbad, CA, ZDA), na podlagi poravnave nukleotidnih zaporedij OZ z nukleotidnim 
zaporedjem gena E1 oziroma gena L1 MfuPV2, in prosto dostopne spletne aplikacije 
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Nucleotide BLAST (NCBI, U.S. National Library of Medicine, Bethesda, MD, ZDA), s 
katero smo preverili, če OZ nalegajo na DNA japonskih makakov ali drugo netarčno DNA. 
 
Celotno nukleotidno zaporedje genoma MfuPV2 smo pomnožili v dveh delih z dvema 
ločenima reverznima PCR (angl. inverted long-range PCR), z OZ v kombinacijah 
MfuPV2-E1-invforward/MfuPV2-145r1 in MfuPV2-249f1/MfuPV2-E1-invreverse, s 
katerima se je tarčna DNA pomnožila v smeri stran od poznanih zaporedij proti neznanima 
sosednjima zaporedjema. Rezultat pomnoževanja z reverznima PCR je bil celotni virusni 
genom, pomnožen v dveh približno enakih delih, s pričakovano velikostjo pridelkov PCR 
približno 4.000 bp. Pri izvedbi reverznih PCR smo uporabili kemikalije iz komercialno 
dostopnega kompleta kemikalij Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen), 
ki vsebuje mešanico kemijsko modificirane DNA polimeraze (Platinum Taq DNA 
polimeraza) in DNA polimeraze Pyrococcus sp. seva GB-D s 3’-5’ eksonukleazno 
aktivnostjo oziroma kontrolnim branjem, kar omogoča, da imajo pridelki PCR tope konce. 
Omenjeni komplet kemikalij odlikuje 6-krat večja natančnost v primerjavi z uporabo 
navadne Taq DNA polimeraze in možnost pomnoževanja nukleotidnega zaporedja, dolžine 
do 15 kb, medtem ko navadna Taq DNA polimeraza omogoča pomnoževanje le do dolžine 
5 kb. 
 
Reakcijska mešanica je bila pri obeh posameznih reverznih PCR enaka. Končni volumen 
reakcijske mešanice v 0,2 ml PCR mikroepruveti je znašal 25 μl, mešanica pa je vsebovala: 
 2,5 µl PCR pufra 10X High Fidelity PCR Buffer (600 mM Tris-SO4 (pH = 8,9); 
180 mM (NH4)2SO4) (Invitrogen), 
 1 µl 50 mM MgSO4 (Invitrogen), 
 0,5 µl mešanice dNTP-jev PCR Nucleotide Mix (10 mM) (Roche), 
 0,1 µl smernega OZ (50 µM), 
 0,1 µl protismernega OZ (50 µM), 
 0,1 µl DNA polimeraze Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity (5 U/µL) 
(Invitrogen), 
 5 µl redčenega pridelka RCA (optimalna koncentracija dodane DNA = 100 ng), 
 do 25 µl sterilne deionizirane vode Nuclease-Free Water (Qiagen). 
 
Oba posamezna reverzna PCR smo izvedli v napravi Veriti 96-Well Thermal Cycler 
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Preglednica 2: Protokol pomnoževanja genoma MfuPV2 z reverznima PCR 
Stopnja  Temperatura Čas 




Denaturacija 94 °C 30 s 
Naleganje OZ 56 °C 30 s 
Podaljševanje novonastale verige 68 °C 4 min 
Zaključno podaljševanje  68 °C 7 min 
Ohlajanje  4 °C ∞ 
 
3.2.2.2 Ovrednotenje pridelkov PCR 
Pridelke PCR smo s pomočjo agarozne gelske elektroforeze ločili po velikosti in jih 
kvalitativno ovrednotili. V ta namen smo pripravili 0,8 % agarozni gel, in sicer tako, da 
smo v čisto erlenmajerico zatehtali 0,4 g agaroze v prahu A9539 SIGMA Agarose (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, ZDA), jo raztopili v 50 ml 1x pufra TAE (0,04 M Tris-HCl; 0,02 
M NaCl; 2 mM EDTA; 0,02 M Na-acetat; pH = 8,3) in dodali 5 µl barvila SYBR Safe
 
DNA Gel Stain (Invitrogen). Mešanico smo 3 minute segrevali v mikrovalovni pečici, 
kuhan gel pa vlili v nosilec, vanj vstavili glavniček in počakali, da se je strdil. 
 
Strjen agarozni gel smo položili v elektroforezno banjico Hoefer HE 33 Mini Submarine 
Electrophoresis Unit (Hoefer, Holliston, MA, ZDA) in ga prelili z na 4 °C ohlajenim 1x 
pufrom TAE. V jamice na gelu smo nanesli predhodno pripravljene mešanice (6 µl) s 4 µl 
posameznega pridelka PCR in 2 µl nanašalnega pufra 6x DNA Loading Dye (Thermo 
Scientific, Waltham, MA, ZDA). Kot standard za določanje dolžine pridelkov PCR smo 
uporabili 4 µl molekularnega utežnega označevalca High DNA Mass Ladder (Invitrogen), 
zmešanega z nanašalnim pufrom 6x DNA Loading Dye (Thermo Scientific) v razmerju 
1:1. Omenjeni molekularni utežni označevalec v dolžinski lestvici označuje velikost 
posameznih delcev, prepotovanih v gelu, in ga lahko uporabimo za dokazovanje 1.000-
10.000 bp dolgih pridelkov PCR, saj vsebuje delce DNA v velikosti 1.000 bp, 2.000 bp, 
3.000 bp, 4.000 bp, 6.000 bp in 10.000 bp. 
 
Elektroforeza je potekala 25-30 minut na sobni temperaturi (22 °C) in pri konstantni 
napetosti 120 V. Gel smo nato pregledali pod UV svetlobo in ga fotografirali z digitalnim 
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3.2.2.3 Čiščenje pridelkov PCR 
Pridelke PCR, ki so ustrezali pričakovani velikosti 4.000 bp, smo očistili v skladu z 
navodili proizvajalca komercialno dostopnega kompleta kemikalij QIAquick PCR 
Purification Kit (Qiagen). S čiščenjem smo odstranili manjše nespecifične pridelke PCR, 
velikosti do 100 bp, OZ, nevgrajene nukleotide, soli, DNA polimerazo in preostale 
nečistoče. 
 
Pridelkom PCR (20 μl) smo za uspešnejšo vezavo na silikatno membrano najprej dodali 
100 µl pufra PB. Vsebino PCR mikroepruvete smo premešali na vibracijskem mešalu in jo 
odpipetirali na sredino membrane QIAquick kolone, vložene v 2 ml zbiralno 
mikroepruveto. Kolono smo nato centrifugirali 1 minuto pri 13.000 rpm v centrifugi 
Centrifuge 5424 R (Eppendorf, Hamburg, Nemčija). Pri tem je DNA ostala vezana na 
membrani, nečistoče pa so se skozi pore izločile v zbiralno mikroepruveto. Sledila je 
zamenjava zbiralne mikroepruvete in spiranje soli z vezane DNA z dodatkom 750 µl pufra 
za spiranje PE ter centrifugiranjem (1 minuta, 13.000 rpm). Po koncu smo zbiralno 
mikroepruveto zamenjali, ponovili postopek centrifugiranja (1 minuta, 13.000 rpm) z 
namenom popolne odstranitve pufra PE, in kolono prenesli v čisto 1,5 ml 
mikrocentrifugirko. DNA smo z membrane eluirali z dodatkom 50 µl elucijskega pufra EB 
(10 mM Tris-Cl, pH = 8,5) in 1-minutnim centrifugiranjem pri 13.000 rpm. 
 
Pred vkloniranjem v plazmidne vektorje smo pridelkom PCR določili delno nukleotidno 
zaporedje, po v poglavju 3.2.6 Določanje celotnega nukleotidnega zaporedja genoma 
MfuPV2 opisanem postopku, s čimer smo preverili njihovo specifičnost, v posameznih 
sekvenčnih reakcijah pa smo uporabili iste OZ kot pri reverznih PCR (Preglednica 1). 
 
3.2.3 Molekulsko kloniranje celotnega genoma MfuPV2 
Očiščene pridelke PCR smo vklonirali v plazmidne vektorje s topimi konci z uporabo 
komercialno dostopnega kompleta kemikalij CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo 
Scientific), v skladu z navodili proizvajalca. Plazmidni vektor pJET1.2/blunt omogoča 
vključitev pridelkov PCR v velikosti do 10 kb in vsebuje zapis za bla (Ap
R
), β-laktamazo, 
ki omogoča rezistenco na antibiotik ampicilin in pozitivno selekcijo bakterijskih celic s 
tem plazmidom na gojišču z ampicilinom, poleg tega pa pride ob uspešni ligaciji DNA 
vključka na mesto za kloniranje do prekinitve letalnega gena eco47IR, kar omogoča 
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Mešanico ligacijske reakcije smo pripravljali na ledu v 0,2 ml PCR mikroepruveti. Končni 
volumen je znašal 20 μl, mešanica pa je vsebovala: 
 10 μl 2x reakcijskega pufra 2X Reaction Buffer (Thermo Scientific), 
 1 µl plazmidnega vektorja pJET1.2/blunt (50 ng/µl) (Thermo Scientific), 
 4 μl očiščenega pridelka PCR, 
 do 19 µl sterilne deionizirane vode Nuclease-Free Water (Qiagen), 
 1 µl T4 DNA ligaze (5 U/µl) (Thermo Scientific). 
 
Mešanico v mikroepruveti smo rahlo premešali na vibracijskem mešalu in jo 30 minut 
inkubirali na sobni temperaturi (22 °C). 
 
Rekombinantne plazmide smo transformirali v kemično kompetentne celice One Shot 
Chemically Competent TOP10 Escherichia coli (Invitrogen), ki so bile pred tem shranjene 
na -80 °C. V plastično centrifugirko z zamrznjenimi celicami One Shot TOP10 E. coli smo 
dodali 2 μl ligacijske mešanice z rekombinantnimi plazmidi, vsebino rahlo premešali na 
vibracijskem mešalu in jo inkubirali 30 minut na ledu. Centrifugirko smo za 30 sekund 
prenesli v vodno kopel na 42 °C, nato pa jo takoj prestavili nazaj na led, kjer smo jo 
inkubirali 2 minuti. Potem smo dodali 250 μl medija S.O.C. (Invitrogen) in centrifugirko 1 
uro stresali pri 37 °C in 1.100 rpm na termalnem stresalniku Eppendorf Thermomixer 5436 
(Eppendorf). 
 
Tekoče gojišče s celicami One Shot TOP10 E. coli smo nemudoma nacepili na trdna LB 
gojišča s 50 μg/ml ampicilina in jih inkubirali 18 ur pri 37 °C. 
 
3.2.4 PCR na osnovi kolonije 
Naslednji dan smo s pomočjo PCR na osnovi kolonije (angl. colony PCR) preverili 
uspešnost kloniranja in vključitve ustreznih pridelkov PCR v plazmidne vektorje. Pri 
pripravi reakcijske mešanice smo uporabili kemikalije iz komercialno dostopnega 
kompleta kemikalij Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen). Klonirane 
vključke v plazmidih pJET1.2 smo pomnoževali z uporabo OZ pJET1.2 Forward (5'-
CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3') in pJET1.2 Reverse (5'-
AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3') (Thermo Scientific), ki nalegata na specifični 
del plazmidne DNA, v bližini mesta vstavljenih vključkov. Končni volumen reakcijske 
mešanice je znašal 24 μl, mešanica pa je vsebovala: 
 2,5 µl PCR pufra 10X High Fidelity PCR Buffer (Invitrogen), 
 1 µl 50 mM MgSO4 (Invitrogen), 
 0,5 µl mešanice dNTP-jev PCR Nucleotide Mix (10 mM) (Roche), 
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 0,1 µl smernega OZ pJET1.2 Forward (50 µM) (Thermo Scientific), 
 0,1 µl protismernega OZ pJET1.2 Reverse (50 µM) (Thermo Scientific),  
 0,1 µl DNA polimeraze Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity (5 U/µL) 
(Invitrogen), 
 do 24 µl sterilne deionizirane vode Nuclease-Free Water (Qiagen). 
 
V nadaljevanju smo z vsakega trdnega LB gojišča s transformantami posamezne 
bakterijske kolonije (n = 46) prepikirali v vdolbinice mikrotitrske plošče. Mikrotitrsko 
ploščo smo prelepili s prozorno folijo in jo 2 minuti centrifugirali pri 2.000 rpm v 
centrifugi Centrifuge 5430 (Eppendorf). PCR smo izvedli v napravi Veriti 96-Well 
Thermal Cycler (Applied Biosystems) po protokolu, navedenem v Preglednici 3. 
 
Preglednica 3: Protokol pomnoževanja virusnih vključkov v plazmidnih vektorjih pJET1.2 s PCR na osnovi 
kolonije 
Stopnja  Temperatura Čas 




Denaturacija 94 °C 30 s 
Naleganje OZ 60 °C 30 s 
Podaljševanje novonastale verige 68 °C 4 min 
Zaključno podaljševanje  68 °C 7 min 
Ohlajanje  4 °C ∞ 
 
S pomočjo agarozne gelske elektroforeze smo, po v poglavju 3.2.2.2 Ovrednotenje 
pridelkov PCR opisanem postopku, pridelke PCR kvalitativno ovrednotili. Posamezne 
kolonije, za katere se je izkazalo, da so njihovi plazmidi vsebovali vključke oziroma 
pridelke PCR pričakovane velikosti približno 4.000 bp, smo precepili na sveža trdna LB 
gojišča z dodatkom ampicilina (50 μg/ml) in jih inkubirali 18 ur pri 37 °C. Za vsako 
polovico genoma MfuPV2 smo za nadaljnje analize izbrali dva plazmidna klona z ustrezno 
velikim vključkom. 
 
3.2.5 Osamitev plazmidne DNA 
Po končani inkubaciji smo iz bakterijskih kolonij, ki so porasle na trdnih LB gojiščih, 
osamili plazmidno DNA, s pomočjo komercialno dostopnega kompleta kemikalij QIAprep 
Spin Miniprep Kit (Qiagen), v skladu z navodili proizvajalca. 
 
V 2 ml mikrocentifugirko smo najprej odpipetirali 250 μl ohlajenega pufra P1 z dodano 
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ribonukleazo (RNazo) A in nato v njem resuspendirali poraslo bakterijsko kulturo. 
Suspenziji smo dodali 250 μl lizirajočega pufra P2 in vsebino temeljito premešali s 6-
kratnim obračanjem mikrocentrifugirke. Za ustavitev lize smo v manj kot 5 minutah dodali 
350 μl nevtralizacijskega pufra N3 in vsebino temeljito premešali s 6-kratnim obračanjem 
mikrocentrifugirke. Mikrocentrifugirko smo nato centrifugirali 10 minut pri 13.000 rpm v 
centrifugi Centrifuge 5424 R (Eppendorf). Supernatant smo prenesli v QIAprep 2.0 
kolono, vloženo v 2 ml zbiralno mikroepruveto, jo centrifugirali 1 minuto pri 13.000 rpm 
in zamenjali zbiralno mikroepruveto. Potem smo za uspešnejšo vezavo plazmidne DNA na 
silikatno membrano kolone dodali 500 μl pufra PB, ponovili centrifugiranje (1 minuta, 
13.000 rpm) in ponovno zamenjali zbiralno mikroepruveto. Sledilo je spiranje membrane z 
dodatkom 750 µl pufra za spiranje PE in ponovno centrifugiranje (1 minuta, 13.000 rpm). 
Za popolno odstranitev pufra PE smo kolono še enkrat dodatno centrifugirali (1 minuta, 
13.000 rpm) in jo prenesli v čisto 1,5 ml mikrocentrifugirko. Plazmidno DNA smo eluirali 
tako, da smo dodali 50 µl elucijskega pufra EB, kolono 1 minuto inkubirali na sobni 
temperaturi (22 °C) in jo centrifugirali (1 minuta, 13.000 rpm). 
 
Čistost in koncentracijo osamljene plazmidne DNA smo določili s pomočjo NanoDrop 
ND-2000c spektrofotometra (NanoDrop Technologies, Oxfordshire, Velika Britanija), ki 
na podlagi spektrofotometričnih meritev omogoča kvantifikacijo nukleinskih kislin in 
beljakovin v vzorcu (podano v ng/μl). Kot primerne za nadaljnjo analizo smo opredelili vse 
vzorce z razmerjem absorbance A260/A280 med 1,8 in 2,1. 
 
3.2.6 Določanje celotnega nukleotidnega zaporedja genoma MfuPV2 
Celotno nukleotidno zaporedje novega genotipa PV MfuPV2 smo določili z metodo 
pomikanja OZ na osnovi metode sekveniranja po Sangerju. 
 
3.2.6.1 Izvedba sekvenčne reakcije 
Reakcijsko mešanico sekvenčne reakcije smo pripravili v skladu z navodili proizvajalca 
komercialno dostopnega kompleta kemikalij BigDye Terminator v3.1 Cycler Sequencing 
Kit (Applied BioSystems). Končni volumen reakcijske mešanice sekvenčne reakcije je 
znašal 10 μl, mešanica pa je vsebovala: 
 2 μl 5x sekvenčnega pufra BigDye Terminator v3.1 5X Sequencing Buffer 
(Applied BioSystems), 
 0,5 μl reakcijske mešanice BigDye Terminator v3.1 Ready Reaction Mix (Applied 
BioSystems), 
 0,65 µl posameznega OZ (50 µM), 
 1-2 µl osamljene plazmidne DNA, 
 do 10 µl sterilne deionizirane vode Nuclease-Free Water (Qiagen). 
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V posameznih sekvenčnih reakcijah smo uporabili OZ, ki so navedeni v Preglednici 4. 
 
Preglednica 4: Oligonukleotidni začetniki za določanje celotnega nukleotidnega zaporedja genoma MfuPV2 
Ime OZ Vrsta OZ 
Nukleotidno zaporedje OZ 
(5’-3’) 
MfuPV2-s1-forward Smerni AAAATCCAAACGCTAAAATC 
MfuPV2-s2-forward Smerni TGCTTTTAAGGAACATTTTTT 
MfuPV2-s3-forward Smerni ATTATACCTGGTGTGGAAGAA 
MfuPV2-s4-forward Smerni GAGGCAGTGGTTACTAAGAGG 
MfuPV2-s5-forward Smerni GTAAGTTTCAGGACCTTTTTG 
MfuPV2-s6-forward Smerni GCAGCATTATATTGGTACAGG 







MfuPV2-s9-forward Smerni GACAAAAGTAAAGGGACAAAT 
MfuPV2-s10-forward Smerni GACAGTTCACCTGTAATCCAC 
MfuPV2-s1011-forward Smerni GTTTATATCTGGAGGTGCTGT 
MfuPV2-s11-forward Smerni TACTGTTGCTGGTGTTATTGA 
MfuPV2-s12-forward Smerni TTTAGCAACCCTCTGTTTACT 
MfuPV2-s13-forward Smerni CGTGTATGTTGATGGTAGTGA 
MfuPV2-249f1 Smerni CAATCAAGGGGACACAGTCC 
























 Smerni AAGTGCAACTCTGGCAAC 
  se nadaljuje 
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nadaljevanje Preglednice 4: Oligonukleotidni začetniki za določanje celotnega nukleotidnega zaporedja 
genoma MfuPV2 
Ime OZ Vrsta OZ 














MfuPV2-E1-invforward Smerni GGACACAGTGCTGAAAACTCT 







OZ – oligonukleotidni začetnik;
 a 
OZ so bili razviti v podjetju Microsynth AG (Balgach, Švica); 
b
 OZ 
pripadata kompletu kemikalij CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Scientific, Waltham, MA, ZDA) 
 
Vse tipsko-značilne OZ od MfuPV2-s1-forward do MfuPV2-s13-forward, zbrane v 
Preglednici 4, smo razvili s pomočjo prosto dostopne spletne aplikacije Primer3 v0.4.0 
(WIBR, 2012), njihove kemijske in termodinamične lastnosti (Tm = 50-55 °C) pa smo 
preverili s prosto dostopno spletno aplikacijo Net Primer (PREMIER Biosoft, 2017). 
Specifičnost razvitih OZ smo preverili z uporabo računalniškega programa Vector NTI 
Advance v11.5.4 (Invitrogen) na podlagi poravnave nukleotidnih zaporedij OZ z 
referenčnim nukleotidnim zaporedjem. 
 
Sekvenčno reakcijo smo izvedli v napravi Veriti 96-Well Thermal Cycler (Applied 
Biosystems) po predhodno objavljenem protokolu sekveniranja STeP (Platt in sod., 2007), 
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Preglednica 5: Protokol sekvenčne reakcije STeP (Platt in sod., 2007) 
 Temperatura Čas 
 96 °C 1 min 
15 ciklov 
96 °C 10 s 
50 °C 5 s 
60 °C 1 min 15 s 
5 ciklov 
96 °C 10 s 
50 °C 5 s 
60 °C 1 min 30 s 
5 ciklov 
96 °C 10 s 
50 °C 5 s 
60 °C 2 min 
 8 °C ∞ 
 
3.2.6.2 Čiščenje pridelkov sekvenčne reakcije 
S čiščenjem pridelkov sekvenčne reakcije smo odstranili nevgrajene dideoksinukleotide in 
soli. Izvedli smo ga na dva različna načina, odvisno od števila sekvenčnih reakcij v 
poskusu. 
 
Pri prvem načinu čiščenja smo uporabili komercialno dostopen komplet kemikalij DyeEx 
2.0 Spin Kit (Qiagen), ki temelji na gelski kromatografiji, pri kateri se molekule ločijo na 
podlagi njihove molekulske mase. Čiščenje pridelkov s kolonami DyeEx smo uporabili v 
primeru manjšega števila sekvenčnih reakcij, saj je ta način cenovno in časovno bolj 
učinkovit. Gel v kolonah DyeEx smo najprej resuspendirali z mešanjem na vibracijskem 
mešalu, nato odlomili spodnji del kolon, kolone vstavili v 2 ml zbiralne mikroepruvete in 
jih 3 minute centrifugirali pri 3.000 rpm v centrifugi Centrifuge 5424 R (Eppendorf), da se 
je gel strdil. Potem smo kolone prenesli v čiste 1,5 ml mikrocentrifugirke in na sredino 
gela počasi odpipetirali 10 µl mešanice s pridelki sekvenčne reakcije. Sledilo je ponovno 
centrifugiranje (3 minute, 3.000 rpm), pri katerem so DNA molekule prešle skozi gel, 
nevgrajeni dideoksinukleotidi pa so se ujeli v pore. Po koncu centrifugiranja smo zato 
kolone zavrgli, v vsako mikrocentrifugirko pa dodali 20 µl formamida Hi-Di Formamide 
(Applied Biosystems), ki oslabi vodikove vezi med nukleotidi. Vsebino mikrocentrifugirk 
smo nato premešali na vibracijskem mešalu in celoten volumen prenesli v vdolbinice na 
mikrotitrski plošči. 
 
Pri drugem načinu čiščenja smo za čiščenje pridelkov sekvenčne reakcije uporabili 
komercialno dostopni komplet kemikalij BigDye XTerminator Purification Kit (Applied 
Biosystems), s katerim se nečistoče vežejo na silikatne delce, ki se med centrifugiranjem 
posedejo na dno vdolbinice. Po koncu sekvenčne reakcije smo mikrotitrsko ploščo s 
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pridelki reakcije prestavili v centrifugo Centrifuge 5430 (Eppendorf) in jo centrifugirali 2 
minuti pri 2.000 rpm. Potem smo v vsako vdolbinico, z že 10 µl mešanice pridelkov, 
odpipetirali 45 µl raztopine SAM Solution in 10 µl raztopine XTerminator Solution. Obe 
raztopini sta bili predhodno segreti na sobno temperaturo (22 °C). Ploščo smo nato 
prelepili s prozorno folijo in jo 25 minut stresali pri 2.000 rpm na mešalu MixMate 
(Eppendorf). Po stresanju smo ploščo centrifugirali 2 minuti pri 2.000 rpm. 
 
3.2.6.3 Določanje nukleotidnega zaporedja 
Mikrotitrske plošče z očiščenimi pridelki sekvenčne reakcije smo vstavili v napravo 
ABI3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) z računalniško vodenim sistemom, ki 
omogoča ločevanje pridelkov s kapilarno elektroforezo in avtomatsko določanje 
nukleotidnega zaporedja. Protokol določanja nukleotidnega zaporedja smo izbrali glede na  
protokol čiščenja pridelkov sekvenčne reakcije in glede na dolžino njihovega 
nukleotidnega zaporedja. V primeru čiščenja s kompletom kemikalij DyeEx 2.0 Spin Kit 
(Qiagen) smo uporabili protokol StdSeq50_POP7, v primeru kompleta kemikalij BigDye 
XTerminator Purification Kit (Applied Biosystems) pa protokol StdSeq_BDX_50_POP7. 
Oba protokola sta primerna za določanje nukleotidnih zaporedij, daljših od 850 bp. Po 
končanem sekveniranju je računalniški program Sequencing Analysis Software (Applied 
Biosystems) podal rezultate v obliki elektroferograma s pripadajočim nukleotidnim 
zaporedjem. 
 
3.2.6.4 Analiza nukleotidnih zaporedij 
Odčitke celotnega nukleotidna zaporedja virusnega genoma MfuPV2, ki smo jih pridobili v 
sekvenčnih reakcijah z različnimi OZ, smo prenesli v  računalniški program za analizo 
nukleotidnih zaporedij Vector NTI Advance v11.5.4 (Invitrogen). S programom Vector 
NTI Advance smo nukleotidna zaporedja odčitkov pregledali, odrezali njihove neberljive 
začetke in konce, primerjali avtomatsko določitev posameznih baz z vrhovi 
fluorescenčnega signala na elektroferogramih, ter morebitna neujemanja ročno popravili. 
Program je s pomočjo vgrajenih algoritmov posamezne odčitke, na podlagi njihovih 
medsebojnih prekrivanj, združil v konsenzno zaporedje, ki smo ga shranili v obliki FASTA 
formata. 
 
3.2.7 Molekularna opredelitev genomov MfuPV1 in MfuPV2 
Pri in silico analizi značilnih področij virusnih genomov MfuPV1 ter MfuPV2 in 
identifikaciji genov, ki nosijo zapis za virusne beljakovine, smo uporabili prosto dostopno 
spletno aplikacijo ORF finder (NCBI, 2017). Slednja omogoča identifikacijo virusnih ORF 
z algoritmom Protein BLAST (NCBI) in podatkovno bazo UniProtKB/Swiss-Prot (UniProt 
Consortium). Glede na dogovor HPV skupnosti smo kot položaj prvega nukleotida v 
40 
Skubic L. Molekularna in filogenetska opredelitev ... papilomavirusov ... japonskih makakov.            
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
virusnem krožnem genomu upoštevali začetek ORF E6. Posamezna regulatorna zaporedja 
in najbolj ohranjene funkcionalne domene oziroma motive znotraj virusnih beljakovin smo 
določili s pomočjo več prosto dostopnih spletnih aplikacij. Za opredelitev TATA-zaporedja 
zgodnjega virusnega promotorja smo uporabili spletno aplikacijo GPMiner (GPMiner, 
2017). Domnevna vezavna mesta za regulatorne dejavnike prepisovanja, kot so AP-1, NF-
1, TBP, TMF (angl. TATA element modulatory factor), TRF (angl. TBP-related factor) in 
C/EBPbeta, smo določili s pomočjo programa SIGSCAN software v4.05 (Prestridge, 1991) 
v spletni aplikaciji WWW Signal Scan (WWW Signal Scan, 2017) in programa Patch 1.0 
na spletni strani Gene Regulation (GeneXplain, 2016). Domnevna poliadenilacijska mesta 
za zgodnje in pozne virusne mRNA smo opredelili s spletno aplikacijo Poly(A) Signal 
Miner (Liu in sod., 2005; Liu in sod., 2017). Prisotnost motiva levcinske zadrge v DNA-
vezavni domeni beljakovine E2 smo preverili z uporabo spletne aplikacije 2ZIP-Server 
(Bornberg-Bauer in sod., 1998; 2ZIP-Server, 2017). Pri določanju preostalih značilnih 
funkcionalnih domen oziroma motivov znotraj virusnih beljakovin smo si pomagali z 
obstoječo literaturo in uporabo računalniških programov Vector NTI Advance v11.5.4 
(Invitrogen) ter BioEdit Sequence Alignment Editor v7.2.6.1 (Ibis Therapeutics, Carlsbad, 
CA, ZDA), s katerima smo primerjali AK zaporedja posameznih beljakovin MfuPV1 in 
MfuPV2 z AK zaporedji beljakovin sorodnih genotipov PV, katerih značilna (konsenzna) 
zaporedja glavnih domen oziroma motivov so bila določena s pomočjo mutageneze v že 
objavljenih raziskavah. 
 
3.2.8 Filogenetska opredelitev genomov MfuPV1 in MfuPV2 
Evolucijsko povezavo genotipov MfuPV1 in MfuPV2 z že opredeljenimi genotipi PV (n = 
134) smo izvedli s primerjavo celotnih nukleotidnih zaporedij genov L1 MfuPV1 in 
MfuPV2 z nukleotidnimi zaporedji genov L1 že opredeljenih, uvrščenih in uradno 
priznanih genotipov HPV in opičjih PV iz virusnih rodov Alpha-PV (n = 77), Beta-PV (n = 
50), Mu-PV (n = 3), Nu-PV (n = 1) in Dyoomikron-PV (n = 3). Nukleotidna zaporedja 
genov L1 omenjenih genotipov PV smo pridobili iz prosto dostopne podatkovne baze 
referenčnih genotipov PV Papillomavirus Episteme (PaVE) (Van Doorslaer in sod., 2013; 
Van Doorslaer in sod., 2017; NIAID, 2018), katere vir podatkov je nukleotidna podatkovna 
baza GenBank (NCBI). 
 
Vsa pridobljena nukleotidna zaporedja genov L1 smo med seboj poravnali z uporabo 
algoritma MAFFT v7.305 (Katoh in Standley, 2013), ki omogoča večkratno poravnavo 
zaporedij v prosto dostopni spletni aplikaciji CIPRES Science Gateway V. 3.3 (Miller in 
sod., 2017). V nadaljevanju smo za izdelavo filogenetskega drevesa v isti spletni aplikaciji 
uporabili algoritem RAxML-HPC2 v8.2.10 (angl. randomized axelerated maximum 
likelihood) (Stamatakis, 2014; Miller in sod., 2017), ki drevo izdela po filogenetski metodi 
največje verjetnosti (angl. maximum likelihood). Za določanje zanesljivosti drevesnih 
razvejišč smo izvedli 1.000 ponovnih vzorčenj izhodiščnih podatkov (angl. bootstrap). 
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Filogenetsko drevo smo prikazali z računalniškim programom MEGA7.0.26 (Institute for 
Genomics and Evolutionary Medicine, Temple University, Philadelphia, PA, ZDA) 
(Kumar in sod., 2016). 
 
Z namenom dodatne primerjave genotipov MfuPV1 in MfuPV2 s petimi filogenetsko 
najbolj sorodnimi genotipi PV smo izračunali deleže podobnosti med nukleotidnimi (AK) 
zaporedji posameznih genov (beljakovin). To smo izvedli s pomočjo računalniškega 
programa BioEdit Sequence Alignment Editor v7.2.6.1 (Ibis Therapeutics), v katerem smo 
z algoritmom ClustalW Multiple Alignment (Thompson in sod., 1994) najprej pridobili 
večkratno poravnavo pridobljenih zaporedij in nato s poravnavo parov zaporedij izračunali 
še njihovo medsebojno podobnost. S pomočjo prosto dostopne aplikacije PASC – Pairwise 
Sequence Comparison (Bao in sod., 2014), vključene v podatkovno bazo NCBI, smo s 
poravnavo parov zaporedij dodatno izračunali tudi delež podobnosti med celotnimi 
nukleotidnimi zaporedji genomov MfuPV1 in MfuPV2 ter vseh preostalih že opredeljenih 
genomov PV. 
 
3.2.9 Opredeljevanje povezav med okužbo z MfuPV1 in MfuPV2 ter nastankom 
novotvorb 
Z namenom ocene virusnega bremena MfuPV1 in MfuPV2 v posamezni gostiteljski celici 
izhodiščnih novotvorb, s katero lahko ovrednotimo etiološko vlogo virusov pri nastanku 
sprememb, smo za oba genotipa PV razvili in uvedli ločena tipsko-značilna kvantitativna 
PCR v realnem času (v nadaljevanju qPCR), ki smo ju uporabili v kombinaciji s qPCR, s 
katerim lahko pomnožimo 65 bp dolg del gena za tubulin (Kocjan in sod., 2017). 
 
3.2.9.1 MfuPV1 in MfuPV2 tipsko-značilna kvantitativna PCR v realnem času 
Za MfuPV1 in MfuPV2 tipsko-značilna qPCR smo s pomočjo prosto dostopne spletne 
aplikacije Primer3 v0.4.0 (WIBR, 2012) razvili dva seta tipsko-značilnih OZ (MfuPV1-E1-
1forward in MfuPV1-E1-1reverse za MfuPV1; MfuPV2-E1-RTforward in MfuPV2-E1-
RTreverse za MfuPV2), s katerima lahko pomnožimo del gena E1 tarčnega virusnega 
genoma (Preglednica 6). Kemijske in termodinamične lastnosti (Tm = ~ 60 °C) razvitih OZ 
smo preverili s prosto dostopno spletno aplikacijo Net Primer (PREMIER Biosoft, 2017), 
njihovo specifičnost pa z računalniškim programom Vector NTI Advance v11.5.4 
(Invitrogen), na podlagi poravnave nukleotidnih zaporedij OZ z nukleotidnimi zaporedji 
genov E1 tarčnih virusnih genomov, in prosto dostopne spletne aplikacije Nucleotide 
BLAST (NCBI), s katero smo preverili, če OZ nalegajo na DNA japonskih makakov ali 
drugo netarčno DNA. 
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Preglednica 6: Oligonukleotidni začetniki za pomnoževanje dela genov E1 MfuPV1 in MfuPV2 s tipsko-
značilnima kvantitativnima PCR v realnem času 
Ime OZ Vrsta OZ 


























OZ – oligonukleotidni začetnik; bp – bazni par 
 
Pri izvedbi MfuPV1 in MfuPV2 tipsko-značilnih qPCR smo uporabili kemikalije iz 
komercialno dostopnega kompleta QuantiTect SYBR Green PCR + UNG Kit (Qiagen). 
Reakcijske mešanice smo pripravili v steklenih kapilarah LightCycler Capillaries (Roche), 
ki so bile medtem nameščene v ohlajenih adapterjih. Končni volumen reakcijske mešanice 
v posamezni kapilari je znašal 25 µl, mešanica pa je vsebovala: 
 12,5 µl 2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen) s fluorescentnim 
barvilom SYBR Green I za detekcijo pridelkov PCR, 
 0,25 µl smernega OZ (50 µM), 
 0,25 µl protismernega OZ (50 µM), 
 do 5 µl osamljene DNA iz posameznih MfuPV1- in MfuPV2-pozitivnih 
izhodiščnih vzorcev (optimalna koncentracija dodane DNA = 80-100 ng; največja 
= 1.000 ng), 
 do 25 µl sterilne deionizirane vode Nuclease-Free Water (Qiagen). 
 
Kapilare z reakcijskimi mešanicami smo prenesli v stojalo, jih zaprli s pokrovčki in 
centrifugirali 30 sekund pri 3.000 rpm v centrifugi LC Carousel Centrifuge 2.0 (Roche). 
Nato smo stojalo s kapilarami prenesli v napravo LightCycler 2.0 Instrument (Roche) z 
računalniško vodenim sistemom, kjer je pomnoževanje DNA potekalo po protokolu, 
navedenem v Preglednici 7. 
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Preglednica 7: Protokol pomnoževanja dela genov E1 MfuPV1 in MfuPV2 s tipsko-značilnima 
kvantitativnima PCR v realnem času 






 95 °C 15 min 20 °C/s 
POMNOŽEVANJE     
Denaturacija 
45 ciklov 
94 °C 15 s 20 °C/s 
Naleganje OZ 60 °C 20 s 20 °C/s 
Podaljševanje novonastale verige 72 °C 20 s 2 °C/s 
Analiza talilne krivulje 
 95 °C 0 s 20 °C/s 
 50 °C 30 s 20 °C/s 
 95 °C 0 s 0,1 °C/s 
Ohlajanje  40 °C 30 s 20 °C/s 
 
Ob koncu vsakega cikla pomnoževanja tarčnih molekul je zbiranje podatkov potekalo z 
merjenjem fluorescence pri 530 nm, medtem ko smo po koncu pomnoževanja pri isti 
valovni dolžini izvedli še analizo talilne krivulje, s katero smo analizirali specifičnost 
pridelkov PCR. 
 
3.2.9.2 Kvantitativen PCR v realnem času za pomnoževanje gena za tubulin 
Pri pomnoževanju 65 bp dolgega dela gena za tubulin s qPCR smo uporabili predhodno 
objavljene OZ (Pimenoff in sod., 2015) in hidrolizno (TaqMan) lovko (Kocjan in sod., 
2017), navedene v Preglednici 8. 
 
Preglednica 8: Oligonukleotidna začetnika in hidrolizna lovka za pomnoževanje 65 bp dolgega dela gena za 





Nukleotidno zaporedje (5’-3’) 
Tub-F Smerni OZ TCCTCCACTGGTACACAGGC 
Tub-R Protismerni OZ CATGTTGCTCTCAGCCTCGG 
Tub-P Hidrolizna lovka FAM-AGGGCATGGACGAGATGGAGTTCA-BBQ 
OZ – oligonukleotidni začetnik 
 
Pri izvedbi qPCR za pomnoževanje gena za tubulin smo uporabili kemikalije iz 
komercialno dostopnega kompleta QuantiTect Probe PCR + UNG Kit (Qiagen). 
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Reakcijske mešanice smo pripravili v steklenih kapilarah LightCycler Capillaries (Roche), 
ki so bile medtem nameščene v ohlajenih adapterjih. Končni volumen reakcijske mešanice 
v kapilari je znašal 20 µl, mešanica pa je vsebovala: 
 10 µl 2x QuantiTect Probe PCR Master Mix (Qiagen), 
 0,2 µl smernega OZ Tub-F (50 µM), 
 0,2 µl protismernega OZ Tub-R (50 µM), 
 0,2 µl lovke Tub-P (20 µM), 
 1,5-3 µl osamljene DNA iz posameznih izhodiščnih vzorcev (do 100 ng DNA iz 
tkivnih vzorcev), 
 do 20 µl sterilne deionizirane vode Nuclease-Free Water (Qiagen). 
 
Kot pozitivno kontrolo smo pri pomnoževanju gena za tubulin uporabili 50 ng/µl človeške 
DNA. Kapilare z reakcijskimi mešanicami smo prenesli v stojalo, jih zaprli s pokrovčki in 
centrifugirali 30 sekund pri 3.000 rpm v centrifugi LC Carousel Centrifuge 2.0 (Roche). 
Nato smo stojalo s kapilarami prenesli v napravo LightCycler 2.0 Instrument (Roche), kjer 
smo tarčno DNA pomnoževali po protokolu, navedenem v Preglednici 9. 
 
Preglednica 9: Protokol pomnoževanja dela gena za tubulin s kvantitativnim PCR v realnem času 






 95 °C 15 min 20 °C/s 
Pomnoževanje 45 ciklov 
95 °C 0 s 20 °C/s 
60 °C 1 min 20 °C/s 
Ohlajanje  40 °C 30 s 20 °C/s 
 
Ob koncu vsakega cikla pomnoževanja tarčnih molekul je zbiranje podatkov potekalo z 
merjenjem fluorescence pri 530 nm. 
 
3.2.9.3 Priprava standardov 
Z namenom določitve občutljivosti, meje detekcije in kvantifikacije ter priprave standardne 
(umeritvene) krivulje smo za genotipa MfuPV1 in MfuPV2 pripravili redčitveno vrsto 




 kopij plazmidne DNA/µl. 
 
Najprej smo pripravili stojalo z enajstimi 1,5 ml mikrocentrifugirkami DNA LoBind Tubes 
(Eppendorf) in vodno raztopino z 1 µg/ml nosilca RNA Carrier RNA (Qiagen), ki smo jo 
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dobili tako, da smo 0,4 ml nosilca RNA (10 µg/ml) zmešali s 3,6 ml sterilne deionizirane 
vode Nuclease-Free Water (Qiagen). Za pripravo prve redčitve smo, glede na izmerjeno 
koncentracijo osamljene plazmidne DNA posameznega genotipa PV, po formuli (1) 
izračunali število kopij plazmidne DNA v 1 µl našega vzorca, po formuli (2) pa potreben 
volumen našega vzorca, da bi v prvi redčitvi dobili 200 µl vodne raztopine z 10
9
 kopijami 
plazmidne DNA/µl. Mikrocentrifugirke za preostale redčitve smo napolnili z 180 µl vodne 
raztopine z nosilcem RNA, v vsako naslednjo redčitev pa prenesli 20 µl prejšnje redčitve. 
Po vsakem redčenju smo vsebino mikrocentrifugirke dobro premešali na vibracijskem 
mešalu. 
 
š𝑡. 𝑘𝑜𝑝𝑖𝑗 𝐷𝑁𝐴/µ𝑙 =
𝑁𝐴 × 𝛾𝐷𝑁𝐴
𝑙𝐷𝑁𝐴 × 𝑀𝐷𝑁𝐴 × 109
 
 ... (1) 
Opomba: 
NA – Avogadrova konstanta (6,02x10
23
 kopij DNA/mol) 
γDNA – izmerjena masna koncentracija plazmidne DNA (ng/µl) 
lDNA – dolžina plazmidne DNA (število baznih parov) 
MDNA – molska masa 1 baznega para DNA (660 g/(mol x bp)) 
 
𝑐1 × 𝑉1 = 𝑐2 × 𝑉2 
 ... (2) 
Opomba: 
c1 – začetna koncentracija 
V1 – začetni volumen 
c2 – končna koncentracija  
V2 – končni volumen 
 





 kopij plazmidne DNA/µl, smo pripravili po postopku 
opisanem v poglavju 3.2.9.1 MfuPV1 in MfuPV2 tipsko-značilna kvantitativna PCR v 
realnem času, pomnoževanje DNA pa je potekalo po protokolu, navedenem v Preglednici 
7. 
 
3.2.9.4 Analiza podatkov 
Na podlagi povprečnih vrednosti pražnega cikla (v nadaljevanju Ct) triplikatov standardov, 
pri katerih so s pomnoževanjem DNA v tipsko-značilnem qPCR začetne koncentracije 
virusne DNA (prikazane kot logaritem začetnega števila kopij virusne DNA) presegle prag 
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detekcije, smo v računalniškem programu Microsoft Excel 2010 (Microsoft, Redmond, 
WA, ZDA) za vsak novo-odkrit genotip PV izrisali linearno trendno črto, ki je 
predstavljala standardno krivuljo, ter s pomočjo funkcije PEARSON izračunali Pearsonov 
koeficient korelacije (v nadaljevanju r) in določili koeficient determinacije (r
2
 oziroma v 
nadaljevanju R
2
) med Ct vrednostmi in logaritmom pripadajočega začetnega števila kopij 
virusne DNA. Učinkovitost pomnoževanja (v nadaljevanju E) tarčnega dela virusne DNA s 
tipsko-značilnim qPCR smo izračunali po formuli (3). Koncentracijo virusne in genomske 
DNA v izhodiščnih (testiranih) vzorcih smo določili s primerjavo njihovih Ct vrednosti s 
Ct vrednostmi v standardnih krivuljah. 
 
𝑈č𝑖𝑛𝑘𝑜𝑣𝑖𝑡𝑜𝑠𝑡 𝑝𝑜𝑚𝑛𝑜ž𝑒𝑣𝑎𝑛𝑗𝑎 (𝐸) 𝑣 % = (10− 
1
𝑚 − 1) × 100 
... (3) 
Opomba: 
m = naklon linearne trendne črte 
 
3.2.9.5 Opredelitev virusnega bremena 
Virusno breme v posameznih MfuPV1- in MfuPV2-pozitivnih tkivnih vzorcih smo po 
formuli (4) izračunali kot razmerje med številom kopij virusnega genoma MfuPV1 
oziroma MfuPV2 in številom celic japonskega makaka v izhodiščnih vzorcih. Slednje smo 
izračunali z merjenjem koncentracije tubulina, ki smo jo določili s qPCR, ki omogoča 
pomnoževanje dela gena za tubulin. Pri pretvorbi koncentracije genomske DNA iz ng/µl v 
število celic/µl smo upoštevali, da se v eni diploidni celici japonskega makaka nahaja 7,12 
pg genomske DNA (C-vrednost = 3,56 pg; Gregory, 2017). Kot je že bilo omenjeno, smo 
število kopij virusnega genoma v posameznem vzorcu ocenili s pomočjo MfuPV1 in 
MfuPV2 tipsko-značilnih qPCR. 
 
𝑉𝑖𝑟𝑢𝑠𝑛𝑜 𝑏𝑟𝑒𝑚𝑒 (
š𝑡.  𝑘𝑜𝑝𝑖𝑗 𝑣𝑖𝑟𝑢𝑠𝑛𝑒 𝐷𝑁𝐴
𝑔𝑜𝑠𝑡𝑖𝑡𝑒𝑙𝑗𝑠𝑘𝑜 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐𝑜
) =
𝐾𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑣𝑖𝑟𝑢𝑠𝑛𝑒 𝐷𝑁𝐴 (š𝑡.  𝑘𝑜𝑝𝑖𝑗/µ𝑙)
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4 REZULTATI 
4.1 OPREDELITEV GENOMOV NOVO-ODKRITIH GENOTIPOV 
PAPILOMAVIRUSOV 
4.1.1 Molekularna opredelitev genoma MfuPV1 
4.1.1.1 Organizacija genoma MfuPV1 
Celotno nukleotidno zaporedje genoma MfuPV1 (GenBank pristopna številka KT944080) 
je dolgo 7.898 bp in ima 47,1 % delež baznih parov gvanin-citozin. Kodirajoče področje 
sestavlja devet ORF (Preglednica 10). Zgodnje področje nosi zapis za virusne beljakovine 
E1, E2, E4, E5-epsilon, E5-zeta, E6 in E7, medtem ko pozno področje kodira beljakovini 
L1 in L2. 
 
Preglednica 10: Položaj in dolžina odprtih bralnih okvirjev v genomu MfuPV1 
ORF Položaj v genomu (nt) Dolžina (bp) 
E6 1-456 456 
E7 464-760 297 
E1 766-2.655 1.890 
E2 2.594-3.676 1.083 
E1^E4 766-778...3.199-3.446 13...248 
E5-epsilon 3.936-4.061 126 
E5-zeta 4.088-4.228 141 
L2 4.234-5.652 1.419 
L1 5.633-7.135 1.503 
ORF – odprt bralni okvir; nt – nukleotid; bp – bazni par 
 
V genomu MfuPV1 se med ORF L1 in E6 nahaja nekodirajoče področje LCR (7.136-7.898 
nt), katerega dolžina znaša 763 bp. Na 5’ koncu LCR leži domnevno poliadenilacijsko 
mesto za pozne virusne molekule mRNA (AATAAA, 7.273-7.278 nt), navzdol od 5’ konca 
pa se nahajajo še številna domnevna vezavna mesta za celične dejavnike prepisovanja, kot 
so AP-1, NF-1 in C/EBPbeta, štiri mesta E2BS za vezavo beljakovine E2 s konsenznim 
palindromskim zaporedjem ACC(N)6GGT (ACCGATTTCGGT, 7.436-7.447 nt; 
ACCGGTATCGGT, 7.752-7.763 nt; ACCGAAAACGGT, 7.829-7.840 nt in 
ACCGAAAACGGT, 7.844-7.855 nt) ter vezavno mesto za beljakovine E1 
(ATAATACTTAACTATACT, 7.789-7.806 nt), ki leži med drugim in tretjim mestom 
E2BS. Na 3’ koncu LCR smo identificirali TATA zaporedje zgodnjega virusnega 
promotorja (TATAA, 7.859-7.863 nt), katerega področje vključuje tudi vezavna mesta za 
celične beljakovine TBP (TATAAAA, 7.859-7.865 nt), TMF (TATAA, 7.859-7.863 nt) in 
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TRF (TATAAAA, 7.859-7.865 nt). Med ORF E2 in E5-epsilon se nahaja 259 bp dolgo 
dodatno nekodirajoče področje NCR1 (3.677-3.935 nt). 
 
4.1.1.2 Značilnosti virusnih beljakovin MfuPV1 
Beljakovina E6 MfuPV1 je sestavljena iz 151 AK in vsebuje dva cinkova prsta s 
konsenznim AK zaporedjem CxxC(x)29CxxC (30-66 AK in 103-139 AK), ki sta ločena s 
36 AK ostanki. Na C-koncu beljakovine E6 smo identificirali PDZ-vezavni motiv s 
konsenznim AK zaporedjem xT/SxV/L (NTEV, 148-151 AK). 
 
Beljakovina E7 MfuPV1, katere velikost znaša 98 AK, vsebuje pRB-vezavno mesto s 
konsenznim AK zaporedjem LxCxE (LYCHE, 22-26 AK), na C-koncu pa se nahaja cinkov 
prst (58-94 AK). 
 
Beljakovina E1 MfuPV1 je sestavljena iz 629 AK in je največja virusna beljakovina 
genotipa MfuPV1. Na N-koncu beljakovine E1 se nahaja bipartitni NLS, ki ga sestavljata 
dve kratki AK zaporedji (KRK in SQAK, 85-87 AK in 120-123 AK), ločeni z 32 AK 
ostanki, v območju med njima pa se nahaja z levcinom bogato zaporedje NES 
(LSPRLKDICL, 106-115 AK) in dva ostanka serina ter prolina (SP), ki predstavljata 
domnevni cdk-fosforilacijski mesti. Poleg NLS leži vezavno mesto za ciklin (RRL, 124-
126 AK), na C-koncu beljakovine E1 pa smo identificirali ATP-vezavno mesto s 
konsenznim AK zaporedjem Gx4GK(T/S) (GPPNTGKS, 457-464 AK). 
 
Velikost beljakovine E2 MfuPV1 znaša 360 AK. Na C-koncu beljakovine E2 se nahaja 
motiv levcinske zadrge s konsenznim AK zaporedjem Lx6Lx6Lx6L (287-308 AK), v 
osrednjem delu pa leži NLS z visoko ohranjenim zaporedjem KRxR (KRAR, 242-245 
AK). 
 
Zapis za beljakovino E4 MfuPV1 se v celoti nahaja znotraj ORF E2 in nima lastnega 
začetnega kodona, zato se beljakovina E4 najverjetneje prevede kot fuzijska beljakovina iz 
spojene molekule mRNA E1^E4, ki vključuje prvih nekaj kodonov ORF E1, vključno z 
začetnim kodonom ORF E1 (766-778 nt), in nukleotidni zapis za beljakovino E4 (3.199-
3.446 nt). Fuzijska beljakovina E4 je sestavljena iz 86 AK, prolin pa predstavlja 11,6 % 
vseh AK ostankov. Na N-koncu beljakovine E4 se nahaja konsenzni motiv LLxLL 
(LLKLL, 14-18 AK), ki omogoča vezavo na citokeratine. 
 
V področju 3’ konca ORF E5-zeta smo identificirali domnevno poliadenilacijsko mesto za 
zgodnje virusne molekule mRNA (AATAAA, 4.224-4.229 nt). 
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Beljakovina L2 MfuPV1 je sestavljena iz 472 AK, na njenem N-koncu pa se nahaja nNLS 
(MKHAHVSRRKR, 1-11 AK) in dve cepitveni mesti za furin s konsenznim motivom 
RxK/RR (RRKR, 8-11 AK in 20-23 AK). V bližini N-konca beljakovine L2 leži področje s 
23 AK ostankov dolgo transmembransko domeno, ki jo sestavljajo številni ohranjeni, 
prekrivajoči se konsenzni motivi GxxxG (ILKYGSMGVYFGGLGIGTGSGTG, 56-78 
AK). Na C-koncu beljakovine L2 se nahaja cNLS (RKRRKR, 455-460 AK), v njegovi 
bližini pa smo identificirali tudi konsenzno AK zaporedje PxxPxxPxxP (PWHPTLPLTP, 
425-434 AK), ki predstavlja vezavno mesto za beljakovino L1. V osrednjem delu 
beljakovine L2 je prisoten z argininom bogat NRS (SRKGTVRLSRLGQRATLKTRS, 
303-323 AK). 
 
Beljakovina L1 MfuPV1, katere velikost znaša 500 AK, na C-koncu vsebuje dva NLS, od 
katerih je prvi NLS monopartiten (KRKRAK, 494-499 AK), drugi NLS pa bipartiten, se 
deloma prekriva s prvim, in je sestavljen iz dveh kratkih AK zaporedij (KR in KR, 481-
482 AK in 494-495 AK), ločenih z 11 AK ostanki. 
 
4.1.2 Molekularna opredelitev genoma MfuPV2 
4.1.2.1 Organizacija genoma MfuPV2 
Celotno nukleotidno zaporedje genoma MfuPV2 v dolžino meri 8.057 bp in vsebuje 50,8 
% baznih parov gvanin-citozin. Kodirajoče področje sestavlja osem ORF (Preglednica 11). 
Zgodnje področje kodira virusne beljakovine E1, E2, E4, E5, E6 in E7, medtem ko pozno 
področje nosi zapis za beljakovini L1 in L2. Celotno nukleotidno zaporedje genoma 
MfuPV2 smo vnesli v nukleotidno podatkovno bazo GenBank (NCBI, U.S. National 
Library of Medicine, Bethesda, MD, ZDA) pod pristopno številko MH469677. 
 
Preglednica 11: Položaj in dolžina odprtih bralnih okvirjev v genomu MfuPV2 
ORF Položaj v genomu (nt) Dolžina (bp) 
E6 1-447 447 
E7 423-743 321 
E1 749-2.713 1.965 
E2 2.655-3.803 1.149 
E4 3.121-3.564 444 
E5 4.145-4.276 132 
L2 4.363-5.757 1.395 
L1 5.738-7.258 1.521 
ORF – odprt bralni okvir; nt – nukleotid; bp – bazni par 
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V genomu MfuPV2 med ORF L1 in E6 leži nekodirajoče področje LCR (7.259-8.057 nt), 
katerega dolžina znaša 799 bp. Na 5’ koncu LCR se nahajata domnevni poliadenilacijski 
mesti za pozne virusne molekule mRNA (AATAAA, 7.405-7.410 nt, ATTAAA, 7.444-
7.449 nt), navzdol od 5’ konca pa področje LCR vsebuje številna domnevna vezavna mesta 
za celične dejavnike prepisovanja, kot so AP-1, NF-1 in C/EBPbeta, tri mesta E2BS za 
vezavo beljakovine E2 s konsenznim palindromskim zaporedjem ACC(N)6GGT 
(ACCGATACCGGT, 7.606-7.617 nt; ACCTAATCCGGT, 7.915-7.926 nt in 
ACCGAAATCGGT, 7.994-8.005 nt) ter modificirano četrto mesto E2BS 
(ACCGAATTGGCT, 8.009-8.020 nt). Med drugim in tretjim mestom E2BS leži vezavno 
mesto za beljakovine E1 (GTTATTATTAATAATTAT, 7.954-7.971 nt). Na 3’ koncu LCR 
se nahaja TATA zaporedje zgodnjega virusnega promotorja (TATAA, 8.024-8.028 nt), 
katerega področje predstavlja tudi vezavno mesto za celične beljakovine TBP 
(TATAAAA, 8.024-8.030 nt), TMF (TATAA, 8.024-8.028 nt) in TRF (TATAAAA, 
8.024-8.030 nt). Med ORF E2 in E5 leži dodatno nekodirajoče področje NCR1 (3.804-
4.144 nt) z dolžino 341 bp. 
 
4.1.2.2 Značilnosti virusnih beljakovin MfuPV2 
Velikost beljakovine E6 MfuPV2 znaša 148 AK, na njenem C-koncu pa se nahaja PDZ-
vezavni motiv s konsenznim AK zaporedjem xT/SxV/L (PSPL, 145-148 AK). Poleg tega 
beljakovina E6 vsebuje dva cinkova prsta s konsenznim AK zaporedjem CxxC(x)29CxxC 
(29-65 AK in 102-138 AK), ki sta ločena s 36 AK ostanki. 
 
Beljakovina E7 MfuPV2 je sestavljena iz 106 AK, v bližini njenega N-konca leži pRB-
vezavno mesto s konsenznim AK zaporedjem LxCxE (LQCHE, 23-27 AK), na C-koncu pa 
se nahaja cinkov prst (69-105 AK). 
 
Beljakovina E1 MfuPV2, katere velikost znaša 654 AK, je največja virusna beljakovina 
genotipa MfuPV2. Na N-koncu beljakovine E1 leži bipartitni NLS, ki ga sestavljata dve 
kratki AK zaporedji (KRK in RKAK, 93-95 AK in 128-131 AK), ločeni z 32 AK ostanki, 
v območju med njima pa se nahaja zaporedje NES (LSPRLDAISI, 114-123 AK) in trije 
ostanki serina ter prolina (SP), ki predstavljajo domnevna cdk-fosforilacijska mesta. Ob 
NLS je prisotno vezavno mesto za ciklin (RRL, 132-134 AK), v bližini C-konca 
beljakovine E1 pa smo identificirali ATP-vezavno mesto s konsenznim AK zaporedjem 
Gx4GK(T/S) (GPSDTGKS, 482-489 AK). 
 
Beljakovina E2 MfuPV2, sestavljena iz 382 AK, v osrednjem delu vsebuje NLS z visoko 
ohranjenim zaporedjem KRxR (KRQR, 244-247 AK), na njenem C-koncu pa se nahaja 
motiv levcinske zadrge s konsenznim AK zaporedjem Lx6Lx6Lx6L (306-327 AK). 
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V genomu MfuPV2 se ORF E4 v celoti nahaja znotraj ORF E2. Beljakovina E4 MfuPV2 
je sestavljena iz 147 AK, prolin pa predstavlja 9,5 % vseh AK ostankov. V bližini N-konca 
beljakovine E4 smo identificirali različico konsenznega motiva LLxLL (LLDLV, 60-64 
AK), ki je pomemben pri vezavi beljakovine s citokeratini. Kljub temu, da ima ORF E4 
lasten začetni kodon, obstaja možnost, da se beljakovina E4 prevede tudi kot fuzijska 
beljakovina iz spojene molekule mRNA E1^E4, ki vključuje prvih nekaj kodonov ORF E1, 
vključno z začetnim kodonom ORF E1 (749-761 nt), in večji del zapisa ORF E4 (3.269-
3.564 nt). 
 
V področju med ORF E5 in L2 smo identificirali domnevno poliadenilacijsko mesto za 
zgodnje virusne molekule mRNA (AATAAA, 4.352-4.357 nt). 
 
Velikost beljakovine L2 MfuPV2 znaša 464 AK, na njenem N-koncu pa ležita nNLS 
(MVEKRAKRRKR, 1-11 AK) in cepitveno mesto za furin s konsenznim motivom 
RxK/RR (RRKR, 8-11 AK). V bližini N-konca beljakovine L2 se nahaja ohranjena 
transmembranska domena, ki je sestavljena iz prekrivajočih se konsenznih motivov GxxxG 
(ILQWGSLGVFLGGLGIGTGSGTG, 44-66 AK). Beljakovina L2 na C-koncu vsebuje 
cNLS (KRRKR, 448-452 AK) in konsenzno AK zaporedje PxxPxxPxxP (PQGPYTPLHP, 
414-423 AK), ki predstavlja vezavno mesto za beljakovino L1, v osrednjem delu 
beljakovine pa je prisoten z argininom bogat NRS (TRQRAVRFSRLGQKATLRTRS, 
292-312 AK). 
 
Beljakovina L1 MfuPV2, katere velikost znaša 506 AK, na C-koncu vsebuje dva NLS, od 
katerih je prvi NLS monopartiten (KRKKSK, 500-505 AK), drugi NLS pa bipartiten, se 
deloma prekriva s prvim, in je sestavljen iz dveh kratkih AK zaporedij (KR in KR, 487-488 
AK in 500-501 AK), ločenih z 11 AK ostanki. 
 
4.1.3 Filogenetska opredelitev MfuPV1 in MfuPV2 
Na podlagi filogenetskega drevesa (Slika 5) smo potencialno novi genotip MfuPV1 uvrstili 
v rod Alpha-PV. 
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Slika 5: Filogenetsko drevo papilomavirusov z uvrstitvijo genotipov MfuPV1 in MfuPV2 (obkrožena z 
rdečo), izdelano na podlagi primerjave celotnih nukleotidnih zaporedij genov L1 136 genotipov 
papilomavirusov po metodi največje verjetnosti; ob drevesnih razvejiščih so prikazani deleži bootstrap 
podpore, določeni s 1.000 ponovnimi vzorčenji izhodiščnih podatkov; filogenetske razdalje so sorazmerne s 
številom substitucij na nukleotidno mesto 
 
MfuPV1 je bil filogenetsko najbolj soroden genotipom MfPV3, -4, -5, -9 in -10, ki skupaj 
z genotipi MfPV6, -7, -8, -11, MmPV1 ter PhPV1 tvorijo samostojno filogenetsko skupino 
in se uvrščajo v virusno vrsto Alpha-12. Delež podobnosti med celotnim nukleotidnim 
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zaporedjem ORF L1 MfuPV1 in nukleotidnimi zaporedji ORF L1 najbolj sorodnih 
genotipov PV znaša med 77,8 in 83,4 % (Preglednica 12). 
 
Preglednica 12: Deleži podobnosti med posameznimi geni (beljakovinami) MfuPV1 in geni (beljakovinami) 
filogenetsko najbolj sorodnih genotipov PV (MfPV5, MfPV9, MfPV4, MfPV10 in MfPV3) 
ORF MfuPV1 
Delež podobnosti med 
zaporedji (%) 
MfPV5 MfPV9 MfPV4 MfPV10 MfPV3 
E6 
nt 80,3 80,5 78,1 75,7 76,5 




 71,5 75,0 69,9 68,3 
AK 58,9 68,0 68,0 65,4 61,5 
E1 
nt 86,0 85,4 80,4 79,6 77,1 
AK 88,9 88,7 82,1 82,9 79,0 
E2 
nt 79,6 79,1  77,4
a
 76,9  72,6
a
 
AK 73,4 72,1 71,1 69,9 63,4 
E1^E4 
nt 72,7 75,4 69,5 68,9 65,9 
AK 62,2 65,9 54,7 53,8 47,8 
E5 epsilon 
nt 85,7 82,5 78,0 74,4 64,3 
AK 85,7 85,7 72,7 76,7 62,8 
E5 zeta 
nt 80,1 76,7 68,6 68,8  67,4
a
 
AK 74,5 74,0 54,9 53,2 55,3 
L2 
nt 79,2 77,7 74,1 73,6 71,4 
AK 84,5 80,7 77,5 78,5 74,5 
L1 
nt 83,4 82,9 79,3 78,7 77,8 
AK 90,2 90,2 87,9 88,4 87,2 
ORF – odprt bralni okvir; nt – nukleotidno zaporedje; AK – aminokislinsko zaporedje; 
a
 dolžine genov se 
med seboj razlikujejo, delež podobnosti smo računali od prvega skupnega ATG obeh genotipov PV 
 
Ker je delež podobnosti med celotnimi nukleotidnimi zaporedji ORF L1 MfuPV1 in 
najbolj sorodnih genotipov PV (MfPV5, MfPV9, MfPV4, MfPV10 in MfPV3) nižji od 90 
% in se nahaja v območju med 71 in 89 %, smo virusni izolat MfuPV1 opredelili kot novi 
genotip PV, ki je hkrati tudi novi predstavnik virusne vrste Alpha-12. 
 
Kot je razvidno iz Preglednice 12, so geni (beljakovine) E1, E2, E5 epsilon, E5 zeta, L2 in 
L1 MfuPV1 najbolj podobni posameznim genom (beljakovinam) MfPV5, medtem ko sta 
nukleotidno in AK zaporedje fuzijske beljakovine E1^E4 MfuPV1 najbolj podobni 
zaporedjema MfPV9. Nukleotidno zaporedje gena E6 MfuPV1 izkazuje najvišji odstotek 
podobnosti z zaporedjem gena E6 MfPV9, medtem ko ima AK zaporedje beljakovine E6 
MfuPV1 najvišji delež podobnosti z AK zaporedjem beljakovine E6 MfPV3. Nukleotidno 
in AK zaporedje E7 MfuPV1 sta najbolj podobni zaporedjema E7 MfPV4. Splošno sta 
glede na primerjavo podobnosti genov MfuPV1 in filogenetsko najbolj sorodnih genotipov 
PV najbolj ohranjena gena L1 (delež podobnosti nukleotidnega zaporedja 77,8-83,4 %) ter 
E1 (delež podobnosti nukleotidnega zaporedja 77,1-86,0 %), najmanj pa gena E7 (delež 
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podobnosti nukleotidnega zaporedja 68,3-75,0 %) in E1^E4 (delež podobnosti 
nukleotidnega zaporedja 65,9-75,4 %). 
 
Glede na primerjavo podobnosti celotnih nukleotidnih zaporedij genomov MfuPV1 in vseh 
preostalih že opredeljenih PV, ima MfuPV1, podobno kot v filogenetski razvrstitvi na 
podlagi skladnosti nukleotidnega zaporedja ORF L1, najvišji delež podobnosti celotnega 
nukleotidnega zaporedja z genotipi MfPV5 (80,48 %), MfPV9 (78,74 %), MfPV4 (76,64 
%), MfPV10 (75,74 %) in PhPV1 (73,55 %). 
 
Na podlagi filogenetskega drevesa (Slika 5) smo potencialno novi genotip MfuPV2 uvrstili 
v rod Alpha-PV. MfuPV2 je bil taksonomsko uvrščen v bližino virusne vrste Alpha-2, 
glede na podobnost nukleotidnih (AK) zaporedij genov (beljakovin) (Preglednica 13) pa je 
najbolj soroden genotipom HPV29, -77, -78, -117 in -160. Delež podobnosti med celotnim 
nukleotidnim zaporedjem ORF L1 MfuPV2 in nukleotidnimi zaporedji ORF L1 najbolj 
sorodnih genotipov PV znaša med 66,2 in 69,6 %. 
 
Preglednica 13: Deleži podobnosti med posameznimi geni (beljakovinami) MfuPV2 in geni (beljakovinami) 
filogenetsko najbolj sorodnih genotipov PV (HPV160, HPV117, HPV77, HPV29 in HPV78) 
ORF MfuPV2 
Delež podobnosti 
med zaporedji (%) 
HPV160 HPV117 HPV77 HPV29 HPV78 
E6 
nt 56,4 56,6 57,3 58,5 54,4 
AK 46,3 46,3 48,3 49,0 45,6 
E7 
nt 58,3  43,6
b
 59,8 59,8 56,1  
AK 52,3 44,9 56,1 56,1 49,5 
E1 
nt 67,7 65,7 69,1 68,6 67,7 
AK 66,7 65,4 68,7 66,6 67,2 
E2 
nt 63,6 61,9 62,8 61,1 62,1 
AK 56,4 51,7 54,8 54,9 53,5 
E4






   40,8
b
   38,7
b
 













AK 26,5 20,4 38,5 22,2 26,5 
L2 
nt 63,7 63,7 63,4 65,4 63,6 
AK 63,9 63,7 63,2 64,6 62,6 
L1 
nt 69,7 68,4 68,1 67,8 66,8 
AK 72,0 72,0 72,4 71,0 71,5 
ORF – odprt bralni okvir; nt – nukleotidno zaporedje; AK – aminokislinsko zaporedje; 
a
 dolžine genov se 
med seboj razlikujejo, delež podobnosti smo računali od prvega skupnega ATG obeh genotipov PV; 
b
 dolžine 
genov se med seboj razlikujejo in nimajo skupnih ATG, zato smo računali podobnost celotnih genov obeh 
genotipov PV; 
c
 ORF E4 HPV117 nima lastnega začetnega kodona, zato ni bil vključen v primerjavo 
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Ker je delež podobnosti med celotnimi nukleotidnimi zaporedji ORF L1 MfuPV2 in 
najbolj sorodnih genotipov PV (HPV160, HPV117, HPV77, HPV29 in HPV78) nižji od 71 
%, smo virusni izolat MfuPV2 opredelili kot novi genotip PV, ki je najverjetneje tudi 
predstavnik nove virusne vrste znotraj rodu Alpha-PV. 
 
Kot je razvidno iz Preglednice 13, sta gena (beljakovini) E6 in L2 MfuPV2 najbolj 
podobna genoma (beljakovinama) E6 in L2 HPV29, medtem ko je gen (beljakovina) E1 
MfuPV2 najbolj podoben genu (beljakovini) E1 HPV77. Gen (beljakovina) E7 MfuPV2 je 
najbolj podoben genu (beljakovini) E7 HPV29 in -77, gen (beljakovina) E2 MfuPV2 pa 
genu (beljakovini) E2 HPV160. Nukleotidno zaporedje gena E4 MfuPV2 izkazuje najvišji 
odstotek podobnosti z zaporedjem gena E4 HPV77, medtem ko ima AK zaporedje 
beljakovine E4 MfuPV2 najvišji delež podobnosti z AK zaporedjem beljakovine E4 
HPV160. Nukleotidno zaporedje gena E5 MfuPV2 je najbolj podobno nukleotidnemu 
zaporedju gena E5 HPV29, podobnost AK zaporedja beljakovine E5 MfuPV2 pa je 
najvišja pri AK zaporedju beljakovine E5 HPV77. Nukleotidno zaporedje gena L1 
MfuPV2 izkazuje najvišji odstotek podobnosti z zaporedjem gena L1 HPV160, medtem ko 
ima AK zaporedje beljakovine L1 MfuPV2 najvišji delež podobnosti z AK zaporedjem 
beljakovine L1 HPV77. Splošno sta glede na primerjavo podobnosti genov MfuPV2 in 
filogenetsko najbolj sorodnih genotipov PV najbolj ohranjena gena L1 (delež podobnosti 
nukleotidnega zaporedja 66,8-69,7 %) ter E1 (delež podobnosti nukleotidnega zaporedja 
65,7-69,1%), najmanj pa gena E5 (delež podobnosti nukleotidnega zaporedja 47,2-51,4 %) 
in E4 (delež podobnosti nukleotidnega zaporedja 38,7-56,1 %). 
 
Glede na primerjavo podobnosti celotnih nukleotidnih zaporedij genomov MfuPV2 in vseh 
preostalih že opredeljenih PV, ima MfuPV2 najvišji delež podobnosti celotnega 
nukleotidnega zaporedja z genotipi HPV90 (59,26 %), HPV29 (58,78 %), HPV77 (58,39 
%), HPV71 (58,28 %) in HPV61 (58,02 %), od katerih se genotipa HPV71 in -90 
taksonomsko uvrščata v virusno vrsto Alpha-14, HPV61 v vrsto Alpha-3, HPV29 ter -77 
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4.2 ETIOLOŠKA VLOGA NOVO-ODKRITIH GENOTIPOV PAPILOMAVIRUSOV 
PRI NASTANKU NOVOTVORB 
4.2.1 Lastnosti MfuPV1 in MfuPV2 tipsko-značilnih kvantitativnih PCR v realnem 
času 





 kopij plazmidne DNA/reakcijo, smo analitično občutljivost 
obeh tipsko-značilnih qPCR ocenili na najmanj 10 virusnih kopij/reakcijo. Pri analizi 
podatkov obeh tipsko-značilnih qPCR smo kot MfuPV1-pozitivne vzorce opredelili vse 
vzorce s Tm vrednostjo pridelkov PCR približno 79,9 °C, medtem ko smo kot MfuPV2-
pozitivne vzorce opredelili vse vzorce s Tm vrednostjo pridelkov PCR približno 81,4 °C. 
Učinkovitost pomnoževanja tarčnega dela virusne DNA z MfuPV1 tipsko-značilnim qPCR 
je bila E = 89,1 %, koeficient korelacije je znašal r = -0,999, koeficient determinacije 
standardne krivulje med Ct vrednostmi in logaritmom pripadajočega začetnega števila 
kopij virusne DNA MfuPV1 skozi vsaj osem redov velikosti pa smo ocenili na R
2
 = 0,999 
(Slika 6). Učinkovitost pomnoževanja MfuPV2 tipsko-značilnega qPCR je bila E = 98,6 
%, koeficient korelacije je znašal r = -0,999, koeficient determinacije standardne krivulje 
med Ct vrednostmi in logaritmom pripadajočega začetnega števila kopij virusne DNA 
MfuPV2 skozi vsaj osem redov velikosti pa smo ocenili na R
2
 = 0,998 (Slika 7). 
 
 
Slika 6: Standardna krivulja, pridobljena na podlagi serijske redčitvene vrste plazmidne DNA MfuPV1, ki 
smo jo uporabili pri določanju koncentracije MfuPV1 v vzorcu izhodiščne novotvorbe; Ct vrednosti 
predstavljajo povprečja Ct vrednosti triplikatov posameznih redčitev 
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Slika 7: Standardna krivulja, pridobljena na podlagi serijske redčitvene vrste plazmidne DNA MfuPV2, ki 
smo jo uporabili pri določanju koncentracije MfuPV2 v vzorcu izhodiščne novotvorbe; Ct vrednosti 
predstavljajo povprečja Ct vrednosti triplikatov posameznih redčitev 
 
4.2.2 Virusno breme v MfuPV1- in MfuPV2-pozitivnih vzorcih 
Kot je razvidno iz Preglednice 14, smo virusno breme MfuPV1 v vzorcu ploščatoceličnega 
karcinoma ustne votline japonskega makaka (M. fuscata) (izolat DNA OSCC1) ocenili na 
711,88 kopij virusne DNA/gostiteljsko celico, medtem ko smo virusno breme MfuPV2 v 
vzorcu benigne novotvorbe penisa japonskega makaka (izolat DNA 14A-881) ocenili na 
10,37 kopij virusne DNA/gostiteljsko celico. 
 










genomske DNA  
(št. celic/µl) 
Virusno breme  
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5 RAZPRAVA 
PV so velika in izjemno raznolika skupina vrstno-značilnih, majhnih DNA virusov brez 
ovojnice, ki so etiološko povezani z nastankom številnih benignih in malignih 
neoplastičnih sprememb kožnega ter sluzničnega epitela (Kocjan in Poljak, 2011). Do 
junija 2018 je bilo opredeljenih in uradno priznanih že več kot 400 različnih genotipov PV, 
ki povzročajo okužbe pri različnih vrstah vretenčarjev. Večino odkritih PV predstavljajo 
genotipi, ki povzročajo okužbe pri ljudeh, zato vsaka opredelitev novega živalskega PV 
posledično pomembno prispeva k razširitvi znanja o genetski raznolikosti in patogenezi 
PV. V sklopu magistrskega dela smo na podlagi delnega nukleotidnega zaporedja gena L1, 
ki se je taksonomsko uvrščalo v rod Alpha-PV, razvili set tipsko-značilnih OZ, s katerimi 
smo v izolatu DNA vzorca benigne novotvorbe anogenitalnega predela japonskega makaka 
(M. fuscata) pomnožili celotni genom MfuPV2, in določili njegovo nukleotidno zaporedje. 
V nadaljevanju smo genom MfuPV2 skupaj z genomom MfuPV1, ki je bil osamljen iz 
vzorca ploščatoceličnega karcinoma ustne votline japonskega makaka, popolnoma 
molekularno in filogenetsko opredelili ter na podlagi ocene virusnega bremena skušali 
ugotoviti ali sta bila MfuPV1 in MfuPV2, prva odkrita genotipa PV, ki povzročata okužbe 
pri japonskih makakih, etiološko povezana z nastankom izhodiščnih novotvorb. 
 
Kot je značilno za PV, dolžina genomov MfuPV1 (7.898 bp) in MfuPV2 (8.057 bp) znaša 
med približno 7.500 in 8.000 bp (Kocjan in Poljak, 2011). Podrobnejša molekularna 
analiza genomov obeh novo-odkritih genotipov PV je pokazala, da je njuna organizacija 
najbolj podobna organizaciji genomov PV iz virusnega rodu Alpha-PV (Doorbar in sod., 
2015). Zgodnje področje genoma MfuPV2 vsebuje zapis za šest virusnih beljakovin (E1, 
E2, E4, E5, E6 in E7), medtem ko zgodnje področje genoma MfuPV1, kot je značilno za 
preostale že opredeljene genotipe PV makakov iz rodu Alpha-PV, nosi zapis za sedem 
virusnih beljakovin, saj kodira dve različni beljakovini E5, ki se uvrščata v družini E5-
epsilon in E5-zeta (Van Doorslaer in sod., 2017; NIAID, 2018). Glede na razločen 
hidrofoben profil AK zaporedja beljakovine E5 (Bravo in Alonso, 2004) in filogenetsko 
uvrstitev genotipa MfuPV2 predvidevamo, da se beljakovina E5 MfuPV2 uvršča v družino 
E5-beta. Pozni področji genomov MfuPV1 in MfuPV2 nosita zapis za strukturni 
beljakovini L1 in L2. 
 
V genomih MfuPV1 in MfuPV2 se med ORF L1 in E6 nahaja nekodirajoče področje LCR, 
ki vključuje pozno poliadenilacijsko mesto, na katerem pride do zaključka prepisovanja 
poznih virusnih molekul mRNA in v okviru nadaljnjega procesiranja tudi do 
poliadenilacije (Chen in sod., 2009). Zanimivo je, da se v področju LCR MfuPV2 v 
neposredni bližini nahajata dve poliadenilacijski mesti. Poleg tega področje LCR obeh 
novo-odkritih virusnih genomov vsebuje tudi številna domnevna vezavna mesta za celične 
dejavnike prepisovanja, kot so AP-1, NF-1 in C/EBPbeta, ter TATA zaporedje zgodnjega 
virusnega promotorja, kamor se vežejo celične beljakovine TBP, TMF in TRF. Vse 
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omenjene celične beljakovine z vezavo sodelujejo pri uravnavanju podvajanja in 
prepisovanja virusne DNA (McBride, 2008). Kot je značilno za PV iz rodu Alpha-PV, 
področje LCR obeh virusnih genomov vključuje štiri mesta E2BS za vezavo virusne 
beljakovine E2 (Chen in sod., 2009; McBride, 2017). Zaradi zamenjave gvanina s 
citozinom na nt mestu 8.019, je četrto mesto E2BS v LCR MfuPV2 rahlo modificirano, 
vendar pa morebitni vpliv omenjene mutacije na sposobnost vezave beljakovine E2 še ni 
bil opredeljen. Med drugim in tretjim mestom E2BS značilno leži mesto s številnimi 
prepoznavnimi zaporedji za vezavo beljakovin E1. Na podlagi objave Longworth in 
Laimins (2004) predvidevamo, da drugo, tretje in četrto mesto E2BS ter vezavno mesto za 
beljakovine E1 skupaj sestavljajo mesto ori. Prepisovanje mRNA zgodnjih virusnih 
beljakovin se zaključi v zgodnjem poliadenilacijskem signalu (McBride, 2013; Moody, 
2017), ki se pri MfuPV1 nahaja na 3’ koncu ORF E5-zeta, pri MfuPV2 pa v področju med 
ORF E5 in L2. 
 
Beljakovina E6 obeh novo-odkritih genotipov PV vsebuje dva cinkova prsta, značilno 
ločena s 36 AK ostanki (Chen in sod., 2009), ki sta odgovorna za znotrajcelično stabilnost 
beljakovine E6 in omogočata njeno dimerizacijo (Longworth in Laimins, 2004). Na C-
koncu beljakovin E6 MfuPV1 in MfuPV2 smo identificirali PDZ-vezavni motiv, ki je 
značilen za beljakovine E6 visokorizičnih genotipov HPV. Raziskave so pokazale, da bi 
PDZ-vezavni motiv lahko imel pomembno vlogo pri začetku onkogeneze, saj omogoča 
vezavo beljakovine E6 na PDZ domeno celičnih beljakovin, ki so vključene v številne 
celične funkcije, med drugim tudi v uravnavanje celične signalizacije in adhezije celic, 
vezava beljakovine E6 pa vodi v izgubo funkcije in razgradnjo omenjenih celičnih 
beljakovin (Bergin in sod., 2013). Kljub temu je bil PDZ-vezavni motiv v že objavljenih 
raziskavah identificiran tudi pri genotipih MfPV3, -4, -6, -7, -8, -10 in -11, osamljenih iz 
brisov materničnega vratu javanskih makakov (M. fascicularis), od katerih so bili le 
genotipi MfPV3, -4 in -8 etiološko povezani s histološko-potrjeno cervikalno 
intraepitelijsko neoplazijo, predrakavo spremembo ploščatega epitelija materničnega vratu. 
Glede na to, da je PDZ-vezavni motiv odsoten pri MmPV1, ki je bil osamljen iz rakavo 
spremenjenih bezgavk rezus makaka (M. mulatta) s ploščatoceličnim karcinomom penisa, 
najverjetneje ni nujno potreben za z E6-inducirano onkogenezo in maligno transformacijo 
gostiteljskih celic (Chen in sod., 2009). Na drugem mestu AK zaporedja PDZ-vezavnega 
motiva, kot v primeru MfuPV2 (PSPL), ki je bil osamljen iz benigne novotvorbe penisa, se 
serin nahaja le še pri nekaterih genotipih HPV iz rodu Alpha-PV (na primer HPV89), ki 
manj pogosto povzročajo s HPV-povezane maligne novotvorbe (Thomas in sod., 2008). 
 
Na C-koncu beljakovine E7 obeh novo-odkritih genotipov PV se nahaja cinkov prst, ki 
omogoča pravilno delovanje beljakovine E7 in njeno dimerizacijo (Liu in sod., 2006). 
Poleg tega beljakovini E7 MfuPV1 in MfuPV2 vsebujeta pRB-vezavno mesto, na katerega 
se veže celična tumor-zavirajoča beljakovina pRB, ki uravnava izhod celice iz celičnega 
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cikla pred pričetkom celične diferenciacije. Z vezavo na beljakovino E7 pride do 
zmanjšanega zaščitnega delovanja beljakovine pRB, prekinitve povezave z dejavnikom 
prepisovanja E2F in njene proteolitske razgradnje, kar spodbudi celično proliferacijo, v 
kateri se okužene celice bazalnega sloja in občasno tudi celice suprabazalnega sloja delijo 
večkrat kot običajno, posledica pa je nastanek novotvorbe (Longworth in Laimins, 2004; 
Kocjan in Poljak, 2011). Podobno kot velja za beljakovine E7 visokorizičnih genotipov 
HPV (Doorbar in sod., 2012), predvidevamo, da se je tudi beljakovina E7 MfuPV1 
povečano in nenadzorovano izražala v vseh slojih epitela maligne novotvorbe ustne 
votline. 
 
Na C-koncu beljakovin E1 MfuPV1 in MfuPV2 smo identificirali vezavno mesto za 
molekulo ATP, ki virusni beljakovini pred začetkom pomnoževanja virusnega genoma 
omogoča opravljanje funkcije od ATP-odvisne DNA helikaze pri razpiranju dvoverižne 
virusne DNA (Longworth in Laimins, 2004). Na N-koncu beljakovine E1 obeh novo-
odkritih genotipov PV se nahaja področje z bipartitnim NLS, sestavljenim iz dveh delov, 
med katerima se nahaja NES. Pri genotipu MfuPV1 zaporedje drugega dela NLS (SQAK) 
zanimivo ni sestavljeno iz serije arginina in lizina, ki se poleg histidina uvrščata med 
bazične AK ostanke, zato obstaja možnost, da na funkcionalnost NLS vplivajo drugačne 
kemijsko-fizikalne lastnosti AK. Znano je namreč, da je v primeru mutacij v prvem, sicer 
bolj ohranjenem delu NLS, onemogočeno kopičenje beljakovine E1 v celičnem jedru. 
Podobno spremenjeno zaporedje drugega dela NLS imajo tudi nekateri visokorizični 
genotipi HPV (HPV33, -39, -58 in -67), vendar je pri njih odsotno tudi zaporedje 
transportnega signala NES. Pri obeh novo-odkritih genotipih PV je ob NLS prisotno 
vezavno mesto za ciklin E/ciklin A v kompleksu s cdk2, v bližini zaporedij NLS in NES pa 
se nahajajo še cdk-fosforilacijska mesta (Bergvall in sod., 2013). Celične kinaze s 
fosforilacijo cdk-fosforilacijskih mest povzročijo spremembe v konformaciji in afiniteti 
zaporedij NLS ter NES za vezavo karioferinov (importini in eksportini), ki so odgovorni za 
jedrno-citoplazemski transport. V primeru fosforilacije fosforilacijskih mest v bližini NLS 
z MAP kinazami pride do vezave beljakovine E1 na importin, ki virusno beljakovino nato 
prenese iz citoplazme, skozi kompleks jedrnih por, v celično jedro. Enak učinek ima 
vezava cdk2 v kompleksu s ciklinom E/ciklinom A na vezavno mesto ob zaporedju NLS, 
ki s fosforilacijo cdk-fosforilacijskih mest znotraj NES onemogoči vezavo eksportina na 
zaporedje NES, beljakovina E1 pa ostane lokalizirana v celičnem jedru (Bergvall in sod., 
2013; Doorbar in sod., 2015). 
 
Na C-koncu beljakovin E2 MfuPV1 in MfuPV2 se kot del DNA-vezavne domene nahaja 
motiv levcinske zadrge, s pomočjo katere se lahko beljakovina E2 specifično veže na 
mesta E2BS znotraj virusnega področja LCR in z drugo beljakovino E2 poveže v 
homodimer (Landschulz in sod., 1988). To omogoča specifično vezavo kompleksa E1/E2 
na mesto ori pred začetkom podvajanja virusne DNA in regulirano prepisovanje zgodnjih 
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virusnih genov v celičnem jedru (McBride, 2017). Kot je značilno za genotipe PV iz rodu 
Alpha-PV, se v osrednjem delu beljakovine E2 obeh novo-odkritih genotipov PV nahaja 
zaporedje NLS, ki z vezavo na karioferine usmerja lokalizacijo beljakovine E2 v celičnem 
jedru (Zou in sod., 2000; McBride, 2013). 
 
Zapis za beljakovino E4 se pri genotipih MfuPV1 in MfuPV2 značilno v celoti nahaja 
znotraj ORF E2 (Van Doorslaer in sod., 2017). Glede na to, da zapis za beljakovino E4 
genotipa MfuPV1 nima lastnega začetnega kodona in ima donorsko ter akceptorsko 
spojitveno mesto, se beljakovina E4 MfuPV1 najverjetneje prevede kot fuzijska 
beljakovina iz spojene molekule mRNA E1^E4. Kljub temu, da ima pri genotipu MfuPV2 
zapis za beljakovino E4 svoj začetni kodon, pa podobno kot pri nekaterih preostalih že 
opredeljenih genotipih PV iz rodu Alpha-PV, glede na prisotnost donorskega in 
akceptorskega spojitvenega mesta, vseeno obstaja možnost, da se beljakovina E4 MfuPV2 
prevede tudi kot fuzijska beljakovina. Na N-koncu beljakovin E4 MfuPV1 in MfuPV2 se 
nahaja motiv, ki je skupaj z AK ostanki v bližini pomemben pri povezavi s citokeratini. 
Raziskave so namreč pokazale, da beljakovina E4 z vezavo na citokeratinske intermediarne 
filamente celičnega citoskeleta sproži reorganizacijo in razpad njihove strukture, kar olajša 
izstopanje novih virionov PV iz okužene celice (Doorbar, 2013). Podobno kot je bilo to 
ugotovljeno pri nekaterih genotipih PV (HPV3, -28, -29 in -77) iz virusne vrste Alpha-2 
(Delius in sod., 1998), je pri genotipu MfuPV2 motiv za vezavo s citokeratini prisoten v 
različici (LLDLV), najverjetneje kot posledica zamenjave citozina z gvaninom na nt mestu 
3.310, ki povzroči spremembo na AK mestu 64 (valin namesto levcina) zaporedja 
beljakovine E4. 
 
Beljakovina L2 obeh novo-odkritih genotipov PV na N- in C-koncu vsebuje transportna 
signala NLS, t.i. nNLS in cNLS, ki z vezavo na karioferine usmerjata beljakovino L2 iz 
citoplazme v jedro gostiteljske celice. Glede na nekatere raziskave področje s cNLS v 
začetni fazi okužbe z vezavo na celično motorno beljakovino dinein sodeluje pri prenosu 
kompleksa beljakovina L2/virusna DNA vzdolž mikrotubulov, preko porušene jedrne 
ovojnice v celično jedro, kjer v nadaljevanju virusnega življenjskega kroga poteka 
podvajanje in prepisovanje virusnega genoma. Lokalizacija beljakovine L2 v celičnem 
jedru je pomembna tudi v zaključni fazi okužbe, ko virusna beljakovina sodeluje pri 
enkapsidaciji pomnoženih virusnih genomov (Doorbar, 2006; Wang in Roden, 2013). V 
osrednjem delu beljakovin L2 obeh novo-odkritih genotipov PV leži transportni signal 
NRS, ki se tekom začetne faze okužbe veže na jedrni matriks in ima pomembno vlogo pri 
ohranitvi kompleksa beljakovina L2/virusna DNA znotraj celičnega jedra v času metafaze 
(Mamoor in sod., 2012). Ob nNLS se pri obeh genotipih PV nahaja cepitveno mesto za 
celični encim furin, pri tem pa je zanimivo, da smo pri genotipu MfuPV1 v neposredni 
bližini identificirali dve takšni cepitveni mesti. Cepitev N-konca beljakovine L2 s furinom 
na celični membrani povzroči konformacijsko spremembo beljakovine L2 in izpostavitev 
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mest, s katerimi se beljakovina L1 veže na sekundarni receptor, ki sproži endocitozo, preko 
katere PV nato vstopi v bazalno celico gostiteljskega epitela (Kocjan in Poljak, 2011). Pri 
obeh novo-odkritih genotipih PV se v bližini cepitvenega mesta za furin nahaja hidrofobna 
transmembranska domena, ki omogoča prenos kompleksa beljakovina L2/virusna DNA iz 
poznega endosoma, kjer se po vstopu z endocitozo virusni delci razgradijo, proti celičnem 
jedru. Raziskave kažejo, da ima pri pobegu virusne DNA iz poznega endosoma pomembno 
vlogo že omenjena cepitev s furinom, pri kateri bi lahko s konformacijsko spremembo 
beljakovine L2 prišlo do izpostavitve transmembranske domene (Bronnimann in sod., 
2013; Wang in Roden, 2013). V bližini C-konca beljakovin L2 MfuPV1 in MfuPV2 smo 
identificirali vezavno mesto za beljakovino L1. V zaključni fazi okužbe se beljakovine L1 
v citoplazmi sestavijo v kapsomere in se nato prenesejo v celično jedro, kjer se beljakovina 
L2 po vezavi z beljakovinami L1 aksialno vstavi v osrednji del kapsomere in vzdržuje 
njeno obliko (Doorbar, 2006; Kocjan in Poljak, 2011; Wang in Roden, 2013). Beljakovina 
L1 obeh novo-odkritih genotipov PV na C-koncu vsebuje monopartitno in bipartitno 
zaporedje NLS, ki z vezavo na karioferine sodelujeta pri usmerjanju beljakovin L1 iz 
citoplazme v celično jedro (Zhou in sod., 1991). 
 
Na podlagi rezultatov molekularne in silico analize genotipov MfuPV1 in MfuPV2 lahko 
zaključimo, da njuna genoma nosita zapis za (i) značilne virusne beljakovine z ohranjenimi 
funkcionalnimi domenami/motivi in (ii) nekodirajoče področje LCR z značilnimi 
regulatornimi DNA zaporedji, ki virusu skupaj omogočajo, da uspešno zaključi svoj 
življenjski krog ter okuži nove gostiteljske celice. Glede na to, da smo vse podatke o 
molekularnih značilnostih novih genotipov PV pridobili s pomočjo različnih 
bioinformatičnih orodij in na podlagi primerjave z rezultati že objavljenih raziskav, pri 
katerih so omenjena značilna zaporedja PV določili s pomočjo mutageneze, bi lahko 
prisotnost in biološko vlogo naših rezultatov dokončno potrdili le z eksperimentalnimi, 
funkcionalno-ekspresijskimi raziskavami. 
 
S pomočjo filogenetskega drevesa, izdelanega po metodi največje verjetnosti in na podlagi 
primerjave celotnih nukleotidnih zaporedij genov L1 MfuPV1, MfuPV2, že opredeljenih in 
uradno priznanih genotipov HPV ter opičjih PV iz virusnih rodov Alpha-PV, Beta-PV, Mu-
PV, Nu-PV in Dyoomikron-PV, smo potrdili preliminarno taksonomsko uvrstitev MfuPV1 
in MfuPV2 v virusni rod Alpha-PV. Kot je bilo omenjeno, je značilnosti genotipov PV iz 
rodu Alpha-PV v organizaciji virusnih genomov MfuPV1 in MfuPV2 ter v AK zaporedjih 
njunih virusnih beljakovin potrdila tudi molekularna analiza. Ker celotni nukleotidni 
zaporedji genov L1 MfuPV1 in MfuPV2 izkazujeta manj kot 90 % ujemanje z 
nukleotidnimi zaporedji genov L1 vseh uradno priznanih genotipov PV, smo oba virusna 
izolata opredelili kot nova genotipa PV. Delež podobnosti nukleotidnih zaporedij genov L1 
genotipa MfuPV1 in filogenetsko najbolj sorodnih genotipov PV (MfPV3, -4, -5, -9 in -10) 
znaša med 71 in 89 %, kar pomeni, da je MfuPV1 novi predstavnik virusne vrste Alpha-12 
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(De Villiers in sod., 2004). V vrsto Alpha-12 se uvrščajo tudi genotipi MfPV3-11 in 
MmPV1, ki povzročajo okužbe pri javanskih makakih (M. fascicularis) ter rezus makakih 
(M. mulatta), japonskim makakom bližje sorodnih vrstah, in so bili osamljeni iz sluznice 
anogenitalnega predela (Kloster in sod., 1988; Chen in sod., 2009). Genotip MfuPV1 je bil 
tako kot prvi predstavnik vrste Alpha-12 osamljen iz maligne novotvorbe sluzničnega 
epitela ustne votline, vendar obstaja možnost, da bi lahko povzročil tudi okužbe sluznice 
anogenitalnega predela. Za visokorizična genotipa HPV16 in -18 je namreč znano, da 
povzročata okužbe ploščatoceličnega epitela sluznice anogenitalnega predela in ustne 
votline, ter sta etiološko povezana z nastankom raka materničnega vratu in posameznih 
primerov karcinoma ustne votline (Nair in Pillai, 2005). Genotip MfuPV2, osamljen iz 
vzorca benigne novotvorbe penisa (tj. neoplastična sprememba sluzničnega epitela), je bil 
taksonomsko uvrščen v bližino filogenetske skupine z genotipi HPV (HPV3, -10, -28, -29, 
-77, -78, -94, -117, -125 in -160), ki skupaj sestavljajo virusno vrsto Alpha-2 ter v glavnem 
povzročajo novotvorbe kožnega epitela, kot so ploščate in navadne kožne bradavice 
(Kovanda in sod., 2011). Delež podobnosti nukleotidnih zaporedij genov L1 genotipa 
MfuPV2 in filogenetsko najbolj sorodnih genotipov PV (HPV29, -77, -78, -117 in -160) je 
nižji od 71 %, kar pomeni, da je MfuPV2 najverjetneje predstavnik nove virusne vrste 
znotraj rodu Alpha-PV (De Villiers in sod., 2004). 
 
Primerjava podobnosti celotnih nukleotidnih zaporedij genomov MfuPV1, MfuPV2 in 
vseh preostalih že opredeljenih genotipov PV je potrdila filogenetsko uvrstitev genotipa 
MfuPV1, saj ima njegov celotni genom najvišji delež podobnosti z genotipi MfPV5, -9, -4 
in -10 iz virusne vrste Alpha-12, nasprotno pa ima genotip MfuPV2 najvišji delež 
podobnosti celotnega genoma z genotipi HPV90, -29, -77 in -71, od katerih se genotipa 
HPV71 in -90 taksonomsko uvrščata v virusno vrsto Alpha-14, HPV29 ter -77 pa sta kot že 
omenjeno uvrščena v virusno vrsto Alpha-2. Ker se MfuPV2 in filogenetsko najbolj 
sorodni genotipi PV uvrščajo v različni virusni vrsti in je njihova evolucijska sorodnost 
manjša, je velikost deležev podobnosti med posameznimi virusnimi geni in beljakovinami 
pričakovano nižja kot v primeru MfuPV1 ter sorodnih genotipov PV, ki se uvrščajo v isto 
virusno vrsto. Glede na to, da imajo virusi znotraj virusnih vrst rodu Alpha-PV zelo 
podobne biološke in patološke lastnosti, kot sta tropizem za specifična tkiva ter tumorogeni 
potencial (Kocjan in Poljak, 2011), MfuPV2 pa je najverjetneje predstavnik nove virusne 
vrste, je podatek o deležih podobnosti v primeru MfuPV2 zanemarljiv. Deleži podobnosti 
med posameznimi virusnimi geni in beljakovinami MfuPV1 ter filogenetsko najbolj 
sorodnih genotipov PV se ujemajo z rezultati filogenetske uvrstitve MfuPV1 in primerjave 
podobnosti celotnih nukleotidnih zaporedij genomov, saj ima MfuPV1 v večini najvišje 
deleže podobnosti z genotipoma MfPV5 in -9. Kot je značilno za PV, sta pri obeh novo-
odkritih genotipih PV najbolj ohranjena ORF z zapisom za beljakovini L1 in E1, ki imata 
osnovno vlogo v virusnem življenjskem krogu. Beljakovina L1 je namreč pomembna pri 
vezavi virusne kapside na površinske receptorje bazalne epitelne celice, ki sprožijo 
endocitozo, beljakovina E1 pa ima pri podvajanju virusne DNA vlogo DNA helikaze. Pri 
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genotipih MfuPV1 in MfuPV2 so najmanj ohranjeni ORF, ki kodirajo beljakovine E4, E5, 
E6 in E7, katerih vloge so prilagojene na tkivni tropizem PV, saj interagirajo s celičnimi 
beljakovinami, značilnimi za določen tip gostiteljskih celic (Doorbar in sod., 2015). 
Zaporedja posameznih genov in beljakovin obeh novo-odkritih genotipov PV so v 
primerjavi z zaporedji različnih sorodnih genotipov PV različno ohranjena. Razlog za 
neskladnost je, da so se virusne beljakovine razvijale pod različnimi selekcijskimi pritiski. 
Posledično tudi naše filogenetsko drevo, izdelano na podlagi primerjave celotnih 
nukleotidnih zaporedij genov L1, ne kaže popolnoma natančne evolucijske zgodovine PV 
kot celote, temveč le zgodovino virusnega gena L1 (Van Doorslaer, 2013). 
 
Oceni virusnega bremena MfuPV1 in MfuPV2 nakazujeta, da novo-odkrita PV v 
izhodiščnih novotvorbah najverjetneje nista bila prisotna zgolj kot komenzalna genotipa 
PV ali kot povzročitelja latentne oziroma klinično neznačilne okužbe. Raziskave so namreč 
pokazale, da je virusno breme PV (na primer HPV179, -184 in -204), ki povzročajo 
klinično neznačilne okužbe kože in sluznic, značilno nižje od 10
-3
 kopij virusne 
DNA/gostiteljsko celico (Hošnjak in sod., 2015; Šterbenc in sod., 2017). Virusno breme 
MfuPV1 v vzorcu ploščatoceličnega karcinoma ustne votline japonskega makaka smo 
ocenili na približno 712 kopij virusne DNA/gostiteljsko celico, kar je v skladu z 
referenčnimi vrednostmi virusnega bremena visokorizičnega genotipa HPV16 v vzorcih 
karcinoma ustnega dela žrela (do 1.080 kopij virusne DNA/človeško celico) (Faust in sod., 
2016). Medtem ko določanje virusnega bremena v gostiteljski celici velja za splošno 
priznano metodo pri opredeljevanju etiološke povezave med okužbo s PV in nastankom 
posameznih benignih novotvorb (Bzhalava in sod. 2013), Lee in sod. (2014) izpostavljajo, 
da ocena virusnega bremena ni ustrezen parameter v primeru opredeljevanja povezave med 
okužbo s PV in nastankom malignih novotvorb. Eden od glavnih dejavnikov večine 
malignih transformacij okuženih celic je namreč integracija virusne DNA v gostiteljski 
genom, ki onemogoči samostojno podvajanje virusnega genoma, PV pa ne more uspešno 
zaključiti svojega življenjskega kroga, kar vodi v postopen upad virusnega bremena v 
gostiteljski celici, ki sovpada z naraščanjem stopnje malignosti. V primeru cervikalne 
intraepitelijske neoplazije prve in druge stopnje je virusno breme HPV16 najvišje (200-
1.000 kopij virusne DNA/gostiteljsko celico), v primeru tretje stopnje ter raka 
materničnega vratu pa najnižje (manj kot 50 kopij virusne DNA/gostiteljsko celico) 
(Kocjan in sod., 2017). Posledično bi lahko s pomočjo metode hibridizacije in situ, ki 
omogoča dokazovanje prisotnosti in odkrivanje natančne lokalizacije PV na celičnem 
nivoju (v episomalni obliki ali v integrirani obliki) (Kocjan in Poljak, 2011), dodatno 
preverili ali je bila virusna DNA MfuPV1 integrirana v gostiteljski genom.  
 
Virusno breme MfuPV2 v vzorcu benigne novotvorbe penisa japonskega makaka smo 
ocenili na približno 10 kopij virusne DNA/gostiteljsko celico, kar se ujema s spodnjo mejo 
razpona referenčnih vrednosti virusnega bremena že opredeljenih genotipov HPV, ki 
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povzročajo nastanek benignih novotvorb. Za genotipe HPV iz rodu Alpha-PV, ki so 
povezani z nastankom kožnih bradavic, je značilno relativno visoko virusno breme, med 50 
in 3x10
5 
kopij virusne DNA/človeško celico (Hošnjak in sod., 2015), medtem ko so 
Forslund in sod. (2016) ocenili, da virusno breme nizkorizičnega genotipa HPV6, ki je 
odgovoren za nastanek papilomov grla, lahko znaša med 5,4 in 3.057 kopij virusne 
DNA/človeško celico. Glede na to, da so benigne neoplastične spremembe posledica 
produktivne okužbe, okužene celice pa vsebujejo samo episomalno obliko virusnega 
genoma (Cheung in sod., 2006; Chan in sod., 2007), smo v vzorcu benigne novotvorbe 
penisa japonskega makaka pričakovali višje virusno breme MfuPV2. Na podlagi 
primerjave ocen virusnega bremena MfuPV1 in MfuPV2 z referenčnimi vrednostmi iz že 
objavljenih raziskav in glede na to, da v izhodiščnih vzorcih z uporabo PCR ter 
širokospektralnih OZ CODEHOP nismo dokazali nobenih drugih PV, sklepamo, da bi 
novo-odkrita genotipa PV lahko bila etiološko povezana z nastankom posameznih 
novotvorb. Kljub temu obstaja možnost, da so v izhodiščnih vzorcih prisotni tudi drugi še 
neodkriti genotipi MfuPV, ki jih z našimi metodami nismo zaznali, in bi lahko bili 
potencialno povezani z nastankom novotvorb. 
 
Glede na to, da sta tako maligna novotvorba ustne votline kot benigna novotvorba penisa 
japonskega makaka posledica neoplastičnih sprememb sluznice, lahko zaključimo, da 
genotipa MfuPV1 in MfuPV2 izkazujeta tropizem za večskladni ploščatocelični sluznični 
epitel. V prihodnje bi lahko s pomočjo zelo občutljivih in specifičnih tipsko-značilnih 
qPCR za vsak novo-odkriti genotip PV preverili tudi njegovo morebitno prisotnost in 
virusno breme v vzorcih s PV-povezanih benignih ter malignih novotvorb z več 
anatomskih področij japonskih makakov, s čimer bi podrobneje opredelili njun tkivni 
tropizem, a je pri tem potrebno poudariti, da je vzorce neoplastičnih sprememb japonskih 
makakov zelo težko pridobiti. Poleg tega bi bilo zanimivo preveriti ali je genotip MfuPV1, 
podobno kot je znano za visokorizična genotipa HPV16 in -18, poleg nastanka malignih 
novotvorb ustne votline, etiološko povezan tudi z razvojem novotvorb anogenitalne 
sluznice, in ali lahko genotip MfuPV2, kot je to značilno za filogenetsko najbolj sorodne 
genotipe PV iz virusne vrste Alpha-2 (Kovanda in sod., 2011), okuži tudi ploščatocelični 
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 V sklopu magistrskega dela smo popolnoma molekularno in filogenetsko opredelili 
celotni nukleotidni zaporedji genomov MfuPV1 in MfuPV2, ki sta bila osamljena 
iz ploščatoceličnega karcinoma ustne votline ter benigne novotvorbe penisa 
japonskega makaka (M. fuscata). 
 
 Delež podobnosti med celotnimi nukleotidnimi zaporedji genov L1 
MfuPV1/MfuPV2 in njunih filogenetsko najbolj sorodnih genotipov PV je bil nižji 
od 90 %, zato smo virusna izolata MfuPV1 ter MfuPV2 opredelili kot nova 
genotipa PV. MfuPV1 in MfuPV2 sta prva odkrita genotipa PV, ki povzročata 
okužbe pri japonskih makakih. 
 
 Z molekularno in silico analizo smo dokazali, da je organizacija genomov MfuPV1 
in MfuPV2 ter AK zaporedij njunih virusnih beljakovin (specifičnih motivov in 
domen) skladna z značilnostmi ostalih Alpha-PV, preliminarno uvrstitev genotipov 
MfuPV1 in MfuPV2 v virusni rod Alpha-PV pa smo potrdili tudi na podlagi 
rezultatov filogenetske analize. 
 
 Genotip MfuPV1 smo skupaj z genotipi PV (MfPV3-11 in MmPV1), ki so bili 
osamljeni iz anogenitalne sluznice javanskih in rezus makakov, uvrstili v virusno 
vrsto Alpha-12, medtem ko za genotip MfuPV2, ki je filogenetsko bolj soroden 
genotipom HPV virusne vrste Alpha-2, ki povzročajo novotvorbe kožnega epitela, 
predvidevamo, da je najverjetneje predstavnik nove virusne vrste znotraj rodu 
Alpha-PV. 
 
 Na osnovi rezultatov molekularne in silico analize smo zaključili, da genoma 
MfuPV1 in MfuPV2 nosita zapise za značilne virusne beljakovine z ohranjenimi 
funkcionalnimi domenami/motivi in nekodirajoče področje LCR z značilnimi 
regulatornimi DNA zaporedji, ki PV skupaj omogočajo, da uspešno zaključita svoj 
življenjski krog ter okužita nove gostiteljske celice. 
 
 Potrdili smo, da sta pri obeh novo-odkritih genotipih PV najbolj ohranjena ORF z 
zapisom za beljakovini L1 in E1, ki imata osnovno vlogo v življenjskem krogu PV, 
najmanj ohranjeni pa ORF, ki kodirajo beljakovine E4, E5, E6 in E7, katerih vloge 
so bolj prilagojene na tkivni tropizem PV. 
 
 Z namenom določanja virusnega bremena MfuPV1 in MfuPV2 smo za vsak novo-
odkriti genotip PV razvili in uvedli tipsko-značilen qPCR z analitično 
občutljivostjo najmanj 10 virusnih kopij/reakcijo. 
 
67 
Skubic L. Molekularna in filogenetska opredelitev ... papilomavirusov ... japonskih makakov.            
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
 Na podlagi primerjave ocen virusnega bremena MfuPV1 (712 kopij virusne 
DNA/gostiteljsko celico) in MfuPV2 (10 kopij virusne DNA/gostiteljsko celico) z 
referenčnimi vrednostmi iz že objavljenih raziskav in glede na to, da v izhodiščnih 
vzorcih nismo dokazali nobenih drugih PV, sklepamo, da bi novo-odkrita genotipa 
PV lahko bila etiološko povezana z nastankom posameznih novotvorb, ter da v 
vzorcih nista bila prisotna zgolj kot povzročitelja klinično neznačilne okužbe. 
 
 Zaključili smo, da genotipa MfuPV1 in MfuPV2 izkazujeta tropizem za večskladni 
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7 POVZETEK 
PV predstavljajo veliko in izjemno raznoliko skupino vrstno-značilnih, majhnih DNA 
virusov iz družine Papillomaviridae, ki pogosto povzročajo (klinično neznačilne) okužbe 
pri večini vretenčarjev in so etiološko povezani z nastankom različnih benignih in malignih 
neoplastičnih sprememb kožnega in sluzničnega epitela. Do junija 2018 so bili pri 80 
različnih vrstah vretenčarjev osamljeni in uradno priznani 404 genotipi PV, a celotno 
nukleotidno zaporedje PV, ki povzroča okužbe pri japonskih makakih (M. fuscata), še ni 
bilo molekularno in filogenetsko opredeljeno. Večino odkritih genotipov PV predstavljajo 
genotipi HPV, ki povzročajo okužbe pri ljudeh, zato vsaka opredelitev novega živalskega 
PV posledično pomembno prispeva k razširitvi znanja o genetski raznolikosti in patogenezi 
PV. 
 
Nedavno je naša raziskovalna skupina z uporabo širokospektralnih OZ CODEHOP v 
tkivnem vzorcu benigne novotvorbe anogenitalnega predela japonskih makakov pomnožila 
delno nukleotidno zaporedje gena L1, ki se je preliminarno uvrščalo v virusni rod Alpha-
PV. Na podlagi omenjenega nukleotidnega zaporedja smo v sklopu magistrskega dela 
razvili tipsko-značilne OZ in z njimi v izolatu DNA vzorca benigne novotvorbe penisa 
japonskega makaka z reverznimi PCR pomnožili celotni genom MfuPV2, ga vklonirali v 
plazmidne vektorje ter z metodo pomikanja OZ na osnovi sekveniranja po Sangerju 
določili njegovo celotno nukleotidno zaporedje. V nadaljevanju smo genom MfuPV2 
skupaj z genomom MfuPV1, ki je bil osamljen iz vzorca ploščatoceličnega karcinoma 
ustne votline japonskega makaka, s pomočjo različnih bioinformatičnih orodij popolnoma 
molekularno in filogenetsko opredelili. V zadnjem delu smo za vsak novi PV razvili in 
uvedli tipsko-značilen qPCR, ki smo ga v kombinaciji s qPCR za pomnoževanje gena za 
tubulin, uporabili pri oceni virusnega bremena MfuPV1 in MfuPV2 v izhodiščnih vzorcih. 
 
Molekularna opredelitev celotnih genomov MfuPV1 in MfuPV2 je pokazala, da kot je 
značilno za PV, dolžina genomov MfuPV1 (7.898 bp) in MfuPV2 (8.057 bp) znaša med 
približno 7.500 in 8.000 bp. Zgodnje področje genoma MfuPV1 nosi zapis za šest virusnih 
beljakovin (E1, E2, E4, E5-epsilon, E5-zeta, E6 in E7), zgodnje področje genoma MfuPV2 
pa kodira sedem virusnih beljakovin (E1, E2, E4, E5, E6 in E7). Pozni področji genomov 
novo-odkritih PV nosita zapis za strukturni beljakovini L1 in L2, ki sestavljata kapsomere 
virusne kapside. V obeh virusnih genomih se med genoma L1 in E6 nahaja nekodirajoče 
področje LCR s poliadenilacijskim mestom za pozne virusne molekule mRNA in cis-
delujočimi regulatornimi DNA zaporedji, kot so domnevna vezavna mesta za celične 
dejavnike prepisovanja (AP-1, NF-1 in C/EBPbeta), štiri mesta E2BS za vezavo 
beljakovine E2, vezavno mesto za beljakovine E1 in TATA zaporedje zgodnjega virusnega 
promotorja, ki uravnavajo podvajanje in prepisovanje virusnega genoma. 
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Na C-koncu beljakovine E1 obeh virusnih izolatov smo identificirali vezavno mesto za 
molekulo ATP, ki virusni beljakovini omogoča opravljanje funkcije od ATP-odvisne 
heksamerne DNA helikaze, na N-koncu pa se nahajajo zaporedja transportnih signalov – 
NLS in NES, ter cdk-fosforilacijska mesta, ki sodelujejo pri uravnavanju lokalizacije 
beljakovine E1 v celičnem jedru. Beljakovini E2 MfuPV1 in MfuPV2 v osrednjem delu 
vsebujeta zaporedje transportnega signala NLS, na C-koncu pa motiv levcinske zadrge, s 
katero se lahko beljakovina E2 specifično veže na mesta E2BS. V bližini N-konca 
beljakovine E4 obeh novo-odkritih PV smo identificirali motiv, ki je pomemben pri vezavi 
virusne beljakovine s citokeratini. Beljakovina E6 obeh virusnih izolatov vsebuje cinkova 
prsta, ki sta odgovorna za znotrajcelično stabilnost beljakovine E6, na njenem C-koncu pa 
se nahaja PDZ-vezavni motiv, ki omogoča vezavo na PDZ domeno celičnih beljakovin, 
vključenih v uravnavanje celične signalizacije in adhezije celic. Na C-koncu beljakovin E7 
MfuPV1 in MfuPV2 se nahaja cinkov prst, ki omogoča pravilno delovanje virusne 
beljakovine, v bližini N-konca pa smo identificirali pRB-vezavno mesto, na katerega se 
veže celična tumor-zavirajoča beljakovina pRB. Na N-koncu beljakovine L2 obeh novo-
odkritih PV leži zaporedje transportnega signala nNLS, cepitveno mesto za celični encim 
furin in hidrofobna transmembranska domena, na C-koncu se nahaja vezavno mesto za 
beljakovino L1 ter zaporedje transportnega signala cNLS, v osrednjem delu pa je prisotno 
zaporedje NRS, ki ima pomembno vlogo pri ohranitvi kompleksa beljakovina L2/virusna 
DNA znotraj celičnega jedra. Beljakovini L1 MfuPV1 in MfuPV2 na C-koncu vsebujeta 
dve zaporedji transportnega signala NLS. 
 
Virusne beljakovine z ohranjenimi funkcionalnimi domenami/motivi skupaj z značilnimi 
regulatornimi DNA zaporedji v področju LCR omogočajo, da MfuPV1 in MfuPV2 
uspešno zaključita svoj življenjski krog ter okužita nove gostiteljske celice. Glede na to, da 
smo vse podatke o molekularnih značilnostih novo-odkritih PV pridobili s pomočjo 
različnih bioinformatičnih orodij, bi prisotnost in biološko vlogo naših rezultatov 
dokončno lahko potrdili le z eksperimentalnimi raziskavami. 
 
Celotni nukleotidni zaporedji genov L1 MfuPV1 in MfuPV2 izkazujeta manj kot 90 % 
ujemanje z nukleotidnimi zaporedji genov L1 vseh uradno priznanih genotipov PV, zato 
smo oba virusna izolata, glede na dogovor HPV skupnosti, opredelili kot nova genotipa 
PV. S pomočjo filogenetskega drevesa, izdelanega na podlagi primerjave celotnih 
nukleotidnih zaporedij genov L1 MfuPV1, MfuPV2 in 134 uradno priznanih genotipov PV 
po metodi največje verjetnosti, smo potrdili preliminarno uvrstitev MfuPV1 in MfuPV2 v 
virusni rod Alpha-PV. Genotip MfuPV1 se skupaj z genotipi PV (MfPV3-11 in MmPV1), 
ki so bili osamljeni iz anogenitalne sluznice japonskim makakom bližje sorodnih vrst, 
javanskih in rezus makakov, taksonomsko uvršča v virusno vrsto Alpha-12, medtem ko je 
genotip MfuPV2 najverjetneje predstavnik nove virusne vrste znotraj rodu Alpha-PV in je 
filogenetsko bolj soroden genotipom HPV virusne vrste Alpha-2, ki povzročajo novotvorbe 
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kožnega epitela. Primerjava deležev podobnosti med zaporedji posameznih genov 
(beljakovin) MfuPV1 in MfuPV2 ter njunih filogenetsko najbolj sorodnih genotipov PV je 
pokazala, da sta najbolj ohranjena gena, ki kodirata beljakovini L1 in E1. 
 
Na podlagi primerjave ocen virusnega bremena MfuPV1 (712 kopij virusne 
DNA/gostiteljsko celico) in MfuPV2 (10 kopij virusne DNA/gostiteljsko celico) z 
referenčnimi vrednostmi in glede na to, da v izhodiščnih vzorcih nismo dokazali nobenih 
drugih PV, sklepamo, da bi novo-odkrita genotipa PV lahko bila etiološko povezana z 
nastankom posameznih novotvorb, ter da v izhodiščnih vzorcih nista bila prisotna zgolj kot 
povzročitelja klinično neznačilne okužbe. Glede na to, da sta obe izhodiščni novotvorbi 
posledica neoplastičnih sprememb sluznice, smo zaključili, da genotipa MfuPV1 in 
MfuPV2 izkazujeta tropizem za večskladni ploščatocelični epitel sluznice. V nadaljevanju 
bi lahko s pomočjo tipsko-značilnih qPCR za vsak novo-odkriti genotip PV preverili 
njegovo morebitno prisotnost in virusno breme v vzorcih s PV-povezanih benignih ter 
malignih novotvorb z več anatomskih področij japonskih makakov, s čimer bi lahko 
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